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RÉSUMÉ 
Ce projet de maîtrise qui traite de l'aspect nutritionnel des microalgues pour l' aquaculture 
se divise en deux parties. D'une part, l'évaluation de la composition lipidique 
particulièrement en acides gras polyinsaturés a été effectuée sur des concentrés de 
microalgues appartenant à la classe des Eustigrnatophyceae (Nannochloropsis occu/ata) et 
à la classe des Prymnésiophyceae (Isochrysis ga/bana et Pavlova /utherü) ainsi qu ' un 
mélange de ces trois espèces. Les concentrés qui ont été préalablement conservés au 
moyen d'acides organiques ont gardé sensiblement les mêmes propriétés nutritionnelles au 
bout de 8 semaines de stockage à 4°C. Dans l'ensemble les acides gras ont été conservés à 
plus de 80% pour toutes les espèces. D'autre part, l'enrichissement des microalgues en 
acides gras polyinsaturés a été mené sur des cultures de diatomées (Chaetoceros gracilis 
souche Chgra et Tha/assiosira pseudonana souche Actin) effectuées en système semi-
continu dans des photobioréacteurs de 260L. Après avoir atteint la fin de la phase 
exponentielle de croissance, les cultures ont été transférées dans des bassins de type kwall 
avec ou sans lumière où elles sont privées de leur nutriment essentiel (la silice) pour 
produire plus de lipides. Les résultats de cette étude ont été concluants pour Chgra dont la 
composition en HUF A (EP A, DHA et AA) a plus que doublé à la fin du stress nutritionnel. 
v 
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I.l Introduction 
La baisse du niveau des captures de poissons accompagnée d ' une fOlie demande de la 
population mondiale en poisson comme source de protéines animales a suscité un 
intérêt grandissant pour l'aquaculture. Depuis le début des années 1970, l'aquaculture a 
COlmu une croissance soutenue et sa contribution à la production alimentaire mondiale 
est passée de 3,9% en 1970 à 32,4% en 2004 (FAO, 2006). Selon cette même source, la 
plus grande pali de cette croissance est attribuée aux bivalves dont les ~ de la 
production mondiale en 2000 proviennent de méthodes de cultures intensives. Les 
bivalves sont des organismes filtreurs qui dépendent exclusivement du plancton, dont 
principalement les microalgues, durant tout leur cycle de vie. 
Si dans les années 1970, la production aquacole de poissons était surtout basée sur la 
capture et la croissance de juvéniles à partir du milieu naturel, la domestication 
complète de beaucoup d'espèces a été accomplie durant les vingt dernières années. Dés 
lors, la production de juvéniles au sein des écloseries s'est élargie à la plupart des 
espèces de poissons et de bivalves cultivées. 
Les microalgues sont largement et diversement utilisées en aquaculture. Cependant, leur 
principale application demeure liée à la nutrition. Ce sont des sources essentielles de 
nutriments à tous les stades de croissance des mollusques bivalves (huîtres, palourdes, 
coquilles etc.), aux stades larvaires de quelques gastéropodes marins comme l'ormeau 
et au zooplancton qui sert de nourriture pour les larves de plusieurs espèces de poissons 
osseux et les crevettes. La production mondiale des principaux groupes d'espèces qui 
dépendent des microalgues, à au moins un stade de leur vie (larvaire), a atteint 7 
3 
millions de tonnes en 1997 représentant environ 20% de la production aquacole 
mondiale (Muller-Feuga, 2000) . Du fait de leur position à la base de la chaîne 
alimentaire aquatique, les microalgues jouent un rôle primordial en aquaculture. À 
l'exception des minéraux, les espèces animales produites en aquaculture tirent tous leurs 
nutriments de la chaîne alimentaire. Étant donné la position des microalgues à la base de 
celle-ci, leurs propriétés nutritionnelles sont critiques pour la croissance et la survie des 
larves et des adultes (J(jrk et Behrens, 1999). 
1.2 Les Microalgues 
Les algues sont des végétaux chlorophylliens qui se développent dans l'eau ou dans les 
milieux très humides comme les marais. Elles font partie des végétaux inférieurs ou 
Thallophytes et peuplent aussi bien les mers que les milieux d 'eau douce. Elles 
constituent la base de la chaîne alimentaire aquatique et assurent la production de 
ressources renouvelables jusqu 'à environ 100 millions de tonnes par année à travers la 
pêche (Muller-Feuga, 1997). Par rapport à la taille, on distingue deux groupes: les 
macroalgues et les microalgues qui sont l'objet de cette étude. 
Les microalgues, encore appelées algues microscopiques ou plus spécifiquement 
phytoplancton, ont généralement une taille de l'ordre du micron. Elles sont donc 
invisibles à l'œil nu. Dans le milieu aquatique, leur présence est perçue lorsqu'elles 
prolifèrent au point de colorer la surface des eaux. Les microalgues peuvent aussi 
coloniser les coques de bateaux ainsi que toutes les structures immergées comme les 
bouées et autres plates-formes. La présence de microalgues se manifeste auss i par des 
salissures provoquées sur les surfaces immergées des murs et des troncs d 'arbres. 
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Leur co loration est due à la coexistence, dans leurs cellules, de pigments variés don t le 
plus important est la chlorophylle sous ses trois formes (a, b, et c). Cette chlorophyl le 
leur confère la capacité de synthétiser la matière organique nécessa ire à leur 
développement à partir de molécules simples comme le gaz ca rbonique et l'eau. 
Hormis les cyanobactéries qui sont des procaryotes, le reste des microa lgues est 
constitué par des organismes eucaryotes c'est-à-dire que leurs cellules comportent un 
noyau fonctionnel bien différencié. Les microa lgues sont utilisées dans des domaines 
di vers tels que l'aquaculture (Tableau l.1), la biotechnologie, la pharmacie, la 
cosmétique, l'agro-alimentaire et la production d 'énergie renouvelable avec le biodiesel. 
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Tab leau l.1 : C lass ifi cation des mi croalgues eucaryotes les plus couramment utili sées en aquacu ltu re 
(d'après Knuckey, 1998) 
Division Classe Ordre Famille Genre 
Chlorophytes Chlorophyceae Volvocales Polyblepharidaceae Dunaliella 
Chlamydomonadaceae C hlamydomonas 
Branchiomonas 
Micromonas 
Haematococcus 
Chlorococcales Oocystaceae Chlorella 
Nannochloris 
Prasinophyceae Pyramimonas 
Tetrase lmis* 
Chrysophytes Prymnesiophyceae Isochrysidales Isochrysis* 
Dicrateria 
Pavlovales Pavlova* 
Eustigmatophyceae Nannochloropsi s 
Bacyllarophyceae Centrales Thalassiosiraceae Skeletonema* 
Thalassios ira* 
Chaetoceraceae Chaetoceros* 
Penna les Cymbellaceae Phaeodactylum 
Bacillariaceae Nitzschia* 
Naviculaceae Navicula* 
Cryptophytes Cryptophyceae Rhodomonas* 
Cryptomonas 
Chroomonas* 
* Espèces les plus couramment utilisées en conchyliculture 
6 
développement \ 
MOIiUSqut bivalves 
~ 
Figure 1.1 : Place des microalgues dans la chaîne alimentaire aquatique (source : Jeffrey, 2001) 
Du point de vue de leur composition biochimique, les carbohydrates et les lipides 
constituent les principales fonnes de réserves énergétiques des microalgues et 
représentent en moyenne 10 et 15% respectivement mais varient en fonction de l'espèce 
et des conditions de culture (Knuckey, 1998). Cependant, d'autres constituants 
biochimiques telles que les protéines sont présents et peuvent atteindre des proportions 
de l'ordre de 40% (Pillay, 1990). Dans cette étude, nous nous focaliserons sur la 
fraction lipidique qui suscite actuellement beaucoup d'intérêts dans l'industrie 
alimentaire et la biotechnologie. 
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1.3 Généralités sur les lipides 
Les lipides sont des substances d 'origine biologique qui sont so lubles dans les solvants 
organiques tels que le méthanol et le chloro fo rme mais peu so lubles ou même 
totalement inso lubles dans l ' eau. Le groupe des lipides regroupe auss i des substances 
courantes comme les graisses, les huiles, certaines vitamines (A, D, K, E) et honnones, 
ainsi que la plupart des substances non protéiques des membranes . 
Les lipides sont extraits des substances biologiques qui en sont riches, au moyen de 
so lvants organiques (hexane, méthanol, chloroforme etc .. . . ) et leur séparation s'e ffectue 
par des techniques chromatographiques (couche mince, chromatographie en phase 
gazeuse, etc.). 
1.3.1 Les triglycérides ou triacylglycérols 
Les triglycérides sont des glycérides (esters d ' ac ides gras avec du glycérol) dans 
lesquels les trois groupements hydroxyles du glycérol sont es téli fiés par des ac ides gras. 
Ils constituent la fo rme chimique sous laquell e la plupart des matières grasses des 
aliments ou du corps existent. Chez l' homme, ils constituent avec le cholestéro l, les 
lipides plasmatiques. Les triglycérides sont quantitativement les plus importants parmi 
les lipides puisqu ' il s représentent 10% du po ids total chez les individus nom1aux du 
règne animal (Weil, 1990). Ce chiffre peut être plus élevé notamment en cas d 'obésité. 
Les triglycérides constituent d ' excellentes réserves d ' énergie. En effet, il s sont 
beaucoup moins oxydés que les glucides ou les protéines et leur oxydation libère 
beaucoup d 'énergie. Par ailleurs, ils ont des possibilités de stockage plus élevées 
puisque étant non polaires, ils sont stockés sous forme anhydre. En effet, cette propriété 
leur permet de ne pas a ffecter la pression osmotique. Comparés au glycogène qui se lie 
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à deux fo is son po ids avec de l' eau, ces lipides fourni ssent SIX fo is plus d 'énergie 
métabolique à pois éga l (Voet and Voet, 2005) . 
1.3.2 Les stérols 
Les stérols forment une catégorie importante des lipides. Leur s tructure es t constituée 
par un système de quatre cycles accolés dont trois cycles à six carbones et un cycle à 
c inq carbones, appelé noyau multicyclique ou noyau stérol. Le plus connu des s téro ls 
est le cho les térol (Figure 1.2) qui est présent dans tous les tissus animaux mais est 
surtout concentré dans le cerveau et la moelle épinière. C 'es t le précurseur da ns la 
b iosynthèse de beaucoup d 'autres stéroïdes y compris les ac ides bilia ires et les 
hormones stéroïdes (HaIt e t Co nia, 2000). 
HO 
Fi gure 1.2 : structure chimique du cholestérol 
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Ils appartiennent à la fraction neutre des lipides et constituent des é léments de structure 
de la membrane cellula ire. Chez les microalgues, les stérols sont généralement présents 
à des taux relativement fa ibles entre 0.2 à 6.3% des lipides totaux extractibles (Vo lkman 
et al, 1989). 
Cependant les diatomées, les Prymnesiophytes et les Cryptophytes sembl ent compol1er 
des taux plus é levés en stéro ls plus particul ièrement le cho lestérol et ses dérivés 2,4-
méthyle et éthyle (Knuckey, 1998). 
1.3.3 Les phospholipides 
Les phospholipides ou phosphatides représentent enVIron 40% des membra nes 
cellulaires, les 60% restants étant constitués de protéines (Hart e t Conia, 2000). Ils sont 
constitués d 'une tête hydrophile fo rmée d 'une molécule de glycéro l assoc iée par une 
lia ison phosphore à un groupement choline, sérine, inos ito l ou autres et d' une queue 
hydrophobe constituée de deux ac ides gras a ttachés par une li a ison es ter à la mo lécule 
de glycéro l. Ce sont des substances largement répandues chez les animaux, les plantes 
et les bac téries. Il s fonnent la bicouche lipidique qui constitue la membrane ce llulaire 
(Figure 1. 3). 
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Figure 1.3 : Structure de la membrane cellulaire (Hart et Conia, 2000) 
Chez les algues, les classes de phospholipides les plus répandues sont le phosphatidyl 
inositol, le phosphatidyl choline, le phosphatidyl glycérol, le phosphatidyl éthanolamine 
et le diphosphatidyl glycérol (Ben Amotz et al, 1985). 
1.3.4 Les acides gras 
Ce sont des molécules formées d'une chaîne de carbone lié à des atomes d 'hydrogène et 
terminée par un groupement acide (COOH). On les trouve en petites quantités à l'état 
libre, mais en grandes quantités engagés dans des liaisons ester. En règle générale, ce 
sont des acides monocarboxyliques à chaîne linéaire comprenant un nombre pair 
d'atomes de carbone (entre 4 et 36). Ils peuvent être saturés ou insaturés, et parfois 
hydroxylés ou ramifiés (Weil, 1990). 
Toujours selon Weil (1990), pour les acides gras d'origine végétale, la chaîne carbonée 
comporte rarement plus de 18 atomes de carbone tandis que ceux qui sont d'origine 
animale peuvent renfermer jusqu'à plus de 30 atomes de carbone. Leur point de fusion 
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augmente avec la longueur de la chaîne ca rbonée mais cet effet diminue avec le degré 
d' insaturation, ce qui constitue une importante propriété pour maintenir la fluidité 
membranaire à basse température (Knuckey, 1998). 
La composi tion en acides gras des microalgues dépend considérablement de leur classe. 
C'est ainsi que les diatomées et les prymnesiophytes ont tendance à avoir des 
proportions d 'ac ides gras saturés et mono insaturés plus élevées que celles des 
chlorophytes et des cryptophytes (Knuckey, 1998). 
1.4 Les lipides chez les microalgues 
Les lipides sont normalement retrouvés dans le cytoplasme des microalgues. Ils sont 
sous forme de réserves incluses dans le cytoplasme mais aussi sous fo nne de composés 
fonctionnels des membranes . Dans certains cas, ils sont excrétés sous fo nne de globules 
oléagineux dans la matrice ex tracellulaire des colonies de microalgues. Les ac ides gras 
constituent la plus importante composante de la fraction lipidique, comprenant entre 20 
et 40 % des lipides totaux extractibles (Cohen, 1986) . Le nombre de doubles liaisons 
peut aller jusqu 'à 6. Les ac ides gras comportant un nombre multiple de doubles lia isons, 
sont dénommés ac ides gras polyinsaturés (PUF A) et ceux qui ont un nombre élevé 
d ' insaturations (plus grand que 4) sont appelés ac ides gras hautement insaturés 
(RUFA). 
La composition lipidique des microalgues peut dans certains cas être régulée par 
l 'addition ou le retrait de certaines substances de leur milieu de culture. C'est ainsi que 
les diffé rents stress nutritionnels (azote ou silicate) peuvent augmenter la production de 
lipides (Pemet et a l. 2003). 
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1.5 Problématique 
Les microa lgues sont des végétaux unicellulaires autotrophes largement utilisées dans le 
domaine de l'aquaculture. Elles constituent la nourriture essentie lle po ur la culture des 
mollusques . Elles sont également utilisées pour l 'a limenta tion du zooplancton (rotifères, 
artémies et copépodes) qui pennet de nourrir à son tour les larves de poissons et de 
crustacés. E lles peuvent être utilisées seules, mais auss i comme compléments 
nutritionnels ou même pour la coloration de la chair des sa lmonidés. En outre elles 
servent pour .la production « d ' eau verte» dans les écloseries de po issons où elles 
j ouera ient un rôle dans la s tabilisation de la qualité de l' eau (Okauchi et a l. 1995), dans 
l ' amélioration de l'alimentation des larves en favorisant la création de contraste visue lle 
(Rocha et a l. 2008). 
Des é tudes ont montré l' importance de la qualité nutritionnelle dans le succès de 
l'élevage de larves de mollusques (Langdon et Waldock, 198 1 ; Whyte et al. 1990) . De 
p lus, W ebb et C hu (1983) ont démontré que panni les constituants biochimiques du 
phytoplancton, les lipides j ouent un rôle de première importance dans la nutrition des 
larves de mollusques. En outre, les acides gras polyinsaturés servent à fabriquer les 
phospholipides qui j ouent un rôle important dans la fluidité de la membrane cellulaire 
qui contrôle les échanges entre l ' intérieur et l ' extérieur de la cellule a insi que l 'acti vité 
des enzymes intra-membranaires. C ' est ainsi que Pillay (1990) suggère que l 'addition 
de phosphatidyl choline (phospho lipide) dans la diète des crustacés jouerait un rô le dans 
le transport des lipides dans l ' hémolymphe. De plus, en raison de leur qualité 
nutritionnelle, les acides gras polyinsaturés constituent un supplément important dans 
l 'alimenta tion de bon nombre d 'espèces en culture, notamment les bivalves. A ce 
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propos, plusieurs auteurs ont identi fié les carbohydrates et les acides gras polyinsaturés 
(PUFA) de la classe des oméga-3 comme facteurs majeurs dans la formulation d' une 
bonne alimentation pour d ifférentes espèces de bivalves (Enright et a l. 1986b ; Pemet et 
a l. 2005 e t 2006 ; Soudant et a l. 1998; Tremblay et a l. 2007). Par ailleurs, la 
composition chimique des microalgues peut influencer les beso ins nu tritionne ls des 
consommateurs (bivalves, larves de poissons ou de crustacés) étant donné que des 
teneurs élevées en glucides et en lip ides réduisent la demande en pro téines comme 
source d 'énergie (Enright et al, 1986b ; Whyte et al, 1989). 
C'est pourquo i, considérant la part prépondérante des coûts liés à la nutrition et 
particulièrement aux d iètes pro téiques dans les charges d 'exploitation d 'une entreprise 
aquaco le, l'enrichissement en lipides pourrait contribuer à a lléger ces charges et à 
augmenter la productivité. 
1.5.1 Techniques de production des microalgues en écloseries 
La production de microalgues est une étape critique et même parfo is Iimitante de la 
production aquaco le. Les microa lgues sont produites par diverses méthodes a llant des 
systèmes hautement contrôlés en laboratoires aux systèmes aux rendements plus 
variables utilisant des réservoirs extérieurs. Les écloseries de bivalves nécessitent 
quotidiennement de grands vo lumes de cultures de microalgues de bonne qualité pour 
maintenir une production de juvéniles économiquement viable. Les techniques de 
production en écloseries sont diverses. La plupart des aquaculteurs utilisent un système 
en batch constitué par des sacs ou des réservoirs illuminés avec la lumière naturel ou 
artific ie lle (Figure lA). La plupart des structures de production utilisent l 'aération pour 
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faciliter le mélange et l 'échange gazeux, et beaucoup d'entre elles ajoutent des 
nutriments ainsi qu 'une source de carbone (C02) aux cultures (Aaron et Laidley, 2006). 
Figure lA : Réservoir rectangulaire avec éclairage supérieur pour la culture en masse de microalgues 
Source (Helm et Boume, 2004) 
1.5.1.1 Culture en sacs et en cylindres 
La culture en batch consiste en une seule inoculation de cellules dans un conteneur 
rempli d' eau de mer enrichie en sels nutritifs, suivie par une période de croissance de 
plusieurs jours avant la récolte qui a lieu lorsque la population algale atteint à peu près 
la densité maximale (Lavens et Sorgeloos, 1996). Juste avant la phase stationnaire, les 
micro algues sont transférées dans un plus grand bassin pour une production de masse en 
grand volume. 
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Les sacs constituent le moyen le moins dispendieux de construire des récipients pour la 
culture de microalgues à grande échelle. Ils sont souvent en polyéthylène et sont pour la 
plupart supportés par un cadre grillagé en acier ou en plastique renfo rcé (Figures l. 5 et 
l. 6). Ils peuvent être éclairés arti fic iellement en éc loserie ou naturellement s' il s sont 
installés dans une sen e. En raison de leur fo rme cylindrique, ils comportent une 
meilleure productivité que les réservoirs rectangulaires . Cependant, ils ont une durée de 
vie relativement limitée du fa it de l'accumulation de bactéries et de débris divers sur la 
paro i intem e qui réduisent la pénétration de la lumière et causent la contamination. De 
surcroît, la ges tion des cultures d 'algues en batch varie d 'une écloserie à une autre. Par 
exemple, la concentration cellulaire est contrôlée de manière empirique par des 
techniciens qui associent les changements de couleur d 'une culture aux modi fications de 
la concentration cellulaire (Olivo , 2007). 
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Figure 1.5 : Photobioréacteurs en sac (source Capelle, 2008) 
Figure 1.6 : Photobioréacteurs en sacs horizontaux (source Capelle, 2008) 
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La d ifférence entre culture en batch et production en continu rés ide dans le fa it que les 
sys tèmes de production en continu réduisent dras tiquement les manipula tions et limi tent 
par conséquent les mauvaises pratiques et la contamination. Dans un système de 
production en co ntinu, de l'eau de mer fertilisée es t constamment ajoutée à la culture au 
moyen d' une pompe alors que l'excès de culture est simultanément enlevé. Cette 
méthode permet de maintenir les cultures au niveau de la phase de cro issance maximale. 
Entre ces deux techniques de culture, on définit la culture semi-continue qui est un 
système dans lequel des récoltes périodiques d 'une partie de la culture sont remplacées 
par des volumes équivalents de mil ieu de culture. E lle permet d 'augmenter la durée de 
vie ainsi que le rendement des cultures. 
1.5.1.2 Culture en bassins extérieurs 
De larges bass ins extérieurs na turels ou en ciment, polyéthylène ou PVC ont été utilisés 
avec succès pour la culture de microalgues. Le milieu nutritionnel est en général 
constitué de fe rtilisants, de qualité agricole, qui stimulent une flora ison incontrôlée 
d 'algues. C'est une méthode re lativement bon marché qui ne convient cependant qu 'a 
un nombre limi té de microa lgues à croissance rapide en ra ison de problèmes récurrents 
liés à la contamination par les prédateurs, les parasites et d 'autres espèces de 
microalgues non désirées (Coutteau, 1996). 
De plus, cette méthode est fortement dépendante des changements météorologiques, de 
l'ensoleillement et de la qualité de l 'eau. Même si la contamination peut être limi tée 
dans les insta lla tions sous serre, il reste que la production est dépendante des conditions 
non contrô lées d 'ensoleillement. 
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1.5.2 Succès des opérations d'écloserie 
Du point de vue économique, les principales variables assurant le succès de la 
production larvaire sont la croissance et la survie (Sahin et Ustundag, 2003) . Plusieurs 
facteurs influençant fortement la croissance et la survie ont été rapportés dans la 
littérature. Parmi ceux-ci, on distingue particulièrement la qualité des eaux, la qualité 
des œufs, la qualité nutritionnelle et enfin les maladies. 
1.5.2.1 Qualité des eaux 
L'eau de mer utilisée pour la culture des microalgues doit être débarrassée de tout 
organisme pouvant entrer en compétition avec les microalgues, tels que d 'autres espèces 
de phytoplancton, le zooplancton phytophage ou même les bactéries. Selon Helm et 
Boume (2004), il est établi depuis longtemps que la qualité de l'eau de mer varie de 
manière saisonnière dans sa capacité à supporter la croissance et la survie des embryons 
et des larves. Ils affilment en outre que les variations de la qualité de l'eau de mer 
coïncident avec les floraisons de phytoplancton dans les eaux côtières au printemps. À 
cette occasion, la mauvaise qualité de l'eau de mer serait due aux bactéries assoc iées 
aux floraisons ou aux métabolites ainsi qu 'aux toxines produits par le phytoplancton. 
L'étude qu'ils ont menée durant six mois (de janvier à mai) a mis en évidence la 
variation de la qualité de l 'eau de mer marquée par une détérioration progressive ainsi 
qu'une mortalité prononcée des larves élevées en batch au-delà du mois d 'avril. 
La qualité bactériologique de l'eau de mer constitue aussi un problème récurrent en ce 
sens que la présence de certaines bactéries pathogènes a été rapportée. C'est ainsi que 
dans une étude conduite dans le lagon de Bahia de la Pàz au Mexique, Sainz-Hemàndez 
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et Maeda-Martinez (2005) ont révélé que la florai son de la microalgue Mezodinium 
robro constitua une importante source de nutriments pour Vibrio sp. Ils rapportèrent que 
Vibrio sp. était associé aux valves des copépodes qui leur servaient de niche écologique. 
L'utilisation de microalgues peut aider à surmonter ce problème au niveau des 
écloseries comme l 'ont démontré Regunathan et Wesley (2004) . En effet dans leur 
étude, ces auteurs ont utilisé un concentré de Tetraselmis sp. comme supplément 
nutritionnel pour les géniteurs mais aussi comme une partie de la nourriture vivante des 
larves de la crevette Fenneropanaeus indicus. Ils conclurent que l'activité anti- Vibrio de 
la microalgue Tetraselmis réduisait considérablement le nombre de Vi brio dans les 
viscères des géniteurs, les œufs ainsi que les larves et améliorait par conséquent 
l'éclosion des œufs et la survie larvaire. 
1.5.2.2 Qualité des œufs 
Les organismes marins produisent un grand nombre d'œufs et par conséquent la 
morta lité aux premiers stades est très élevée. De ce fait, la compréhension des facteurs 
responsables de la mortalité précoce est cruciale pour le développement des ressources 
marines. Bromage et al. (1994) définissent des œufs de bonne qualité comme ceux qui 
sont associés à une faible mortalité durant la fécondation, l'éclosion et jusqu 'aux 
premières prises de nourriture. Ils doivent aussi produire des stades larvaires avancés en 
santé et à croissance rapide même si d'autres facteurs liés aux manipulations et à 
l' environnement peuvent entrer en jeu. 
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D 'autre pa rt, des œufs de mauva ise qualité à cause des géniteurs, du stress nutritionnel, 
de la qualité des eaux ou bien d 'un excès de mûrissement, peuvent mener à une fa ible 
survie durant les tout premiers stades ontogéniques de la plupart des espèces marines. 
1.5.2.3 Qualité nutritionnelle 
Plusieurs études se sont penchées sur les rapports entre les lipides provenant de la 
nourriture notamment les HUFA et la perfo rmance larvaire. C'est a insi que selon Whyte 
et al. (1 990), les acides gras C I6:0, C 18:0, C 18: 1n-7, C20:5n-3 et C22 :6n-3 sont 
accumulés par les larves du pétoncle de roches Crassadoma gigantea indiquant un 
possible besoin nutritiOlm el de ces acides gras durant la phase larva ire . D 'autres auteurs 
COl1illle Enright et al. (1 986), Watanabe et a l. (1 983) et Pem et et a l. (2006) ont montré 
que l 'acide éicosapentaénoïque (EPA) C20: 5n-3 appartenant à la famille des oméga-3 
a insi que son é longa tion l'acide docosahexaénoïque (DHA) C22:6n-3 fo nt partie des 
composés membranaires les plus importants des animaux marins et sont considérés 
COl1illle des nutriments essentie ls. Harel et Koven (2002) ont trouvé que l ' utilisation de 
l ' acide arachidonique (AA) COl1illle supplément nutri tionnel pour des géni teurs 
améliorait sensiblement la reproduction et la quali té des œufs . Ils ont par a ill eurs 
découvert que des larves de daurade (Sparus aurata) nourries avec des ro ti fères 
enrichies en AA par l'entremise de microalgues et d 'autres suppléments nutritiOlmels, 
amélioraient leur cro issance et leur survie dans des conditions de stress (Figure 1.7). 
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Figure 1.7 : Survie post-stress des larves de la daurade (Sparus aL/rata) en fonction de la teneur de la 
noun'iture en ac ide arachidonique (source: Harel and Koven, 2002). 
Dans la même veine, Pemet et Tremblay (2004) ont démontré qu ' une déficience en 
acide arachidonique (AA) avait des effets négatifs sur les performances larvaires du 
pétoncle géant Placopecten magellanicus. 
1.5.2.4 Les maladies 
Une des préoccupations majeures de l' industrie aquacole demeure le développement de 
pathogènes et de maladies qui peuvent survenir dans les écloseries et ravager la 
production. Sahin et Ustundag (2003) affinnent que toute nourriture vivante, comme les 
microalgues, comporte une importante charge bactérienne qui peut causer des infections 
et de lourdes mortalités larvaires. Plusieurs études confinnent que Vibrio sp. est panni 
les bactéries opportunistes qui peuvent occasionner de sérieux problèmes aux écloseries 
(Nicolas et al., 2004; Croci et al. , 2006). Honnis l'eau de mer, d 'autres causes 
potentielles sont suspectées au niveau des écloseries. A cet effet, l'eau du robinet a été 
22 
identifiée comme une impo11ante source de Vi brio sp. et la conta mination surviendrait 
lors du rinçage des réservo irs après la désinfection (Sa inz-Hemàndez et Maeda-
Martinez, 2005). Beaucoup d 'auteurs ont lié les questions de croissance et de santé en 
aquaculture à la contamination des cultures algales. À ce propos, Nico las et al. (2004) 
observèrent qu ' une culture d ' /sochrysis galbana freinait la cro issance des larves de la 
coquille (Pecten maximus) en ra ison de la présence dans la culture de la bactérie 
Cytophaga sp. Les mêmes auteurs ont rapporté que diffé rentes bactéries peuvent 
fac ilement co loniser les cultures de microalgues. A ce niveau, il es t recommandé aux 
écloseries de contrô ler régulièrement la diversité bactérienne sur milieu so lide ou de 
changer régulièrement de sources de microa lgues. 
1.5.3 Pourquoi choisir les producteurs de microalgues ? 
1.5.3.1 Considérations techniques 
Comme mentionné plus haut, la production de microalgues en écloseries est 
principalement basée sur les systèmes en batch qui utilisent en généra l des réservoirs en 
fibre de velTe ou en plas tique et des sacs en polyéthylène. Ces systèmes ne permettent 
pas une production stable et les rendements sont souvent très variables. Comme l'a 
confirmé Borowitzka (1997), la production de microalgues requiert une experti se qu'on 
trouve peu en écloseries et les systèmes utilisées (réservo irs, sacs, bonbonnes) sont 
souvent inefficaces et conduisent à des productivités fa ibles et à des produi ts peu 
fiables. Par conséquent, l'utilisation de photobioréacteurs entièrement contrôlés pour la 
production massive de microalgues pour l'aquaculture semble susciter un grand intérêt 
(Tredici, 2004). Cette technologie est disponible dans les structures de production 
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spécialisées qui sont capables d 'o ffrir aux écloseries des microa lgues monospécifiques, 
sécuritaires et de haute qualité. 
Dans les systèmes de photobioréacteurs à haut rendement, la qualité de l'eau de mer 
n'est plus un souci puisqu 'elle subit des traitements efficaces avec un équipement 
moderne (lumière ultraviolette, ultrafiltration, osmose inverse, ozonation etc.) . Le 
contrôle informatique et l'automatisation des procédés réduisent considérablement les 
manipulations et par conséquent les coûts de main-d 'œuvre a insi que les risques de 
contaminations afférentes. En outre, ces systèmes pennettent une production en continu 
ou en semi-continu pour garantir l'approvisionnement régulier des écloseries. En dehors 
des hautes productivités qui sont atteintes, la production contrôlée en photob ioréacteurs 
permet d 'avoir des microalgues à haute valeur nutritionnelle (Borowitzka, 1997). 
D 'autre part, ces systèmes offrent des conditions stables de culture et une 
reproductibilité qui pennettent de réduire sensiblement les variations de la composition 
chimique des microalgues . Comme les conditions de culture influencent sensiblement la 
composition et la qualité nutritionnelle des microalgues (Pem et et al. 2003), ces 
systèmes entièrement contrôlés sont nécessaires pour offrir durablement une noulTiture 
de qualité aux écloseries. 
Di ffé rentes techniques de conservation (pâtes, concentrés, poudres) sont désormais 
disponibles pour allonger la durée de vie des microalgues et fac iliter leur transport. 
Heasman et al. (2001 ) conclurent qu 'au-delà des avantages économiques di rects, la 
production centra lisée de micro algues sous forme conservée offre d 'autres ava ntages. 
Par exemple, elle permet de contrôler la charge bactérienne et de métaboli tes qui est 
associée aux cultures et qui est jugée dangereuse pour les larves de certains mollusques 
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(Watson et a l. , 1986) et de crustacés (Griffith et al , 1973). De plus, N e ll e t O 'Connor 
(1991) ont suggéré que l 'élimination du milieu de culture à travers la co ncentra tion des 
microa lgues pourra it exp liquer la bonne croissance et la survie larva ire de cel1aines 
espèces nourries à partir de ces concentrés. 
1.5.3.2 Considérations économiques 
L 'augmentation de la production aquaco le a susc ité un beso in de plus en plus important 
en nourriture à base de microa lgues de qualité. Selon Duerr et a l. ( 1998), la va leur de la 
production de microalgues pour la production aquaco le mondi ale de crevettes et de 
bivalves est estimée à 34 millions US$/an. La principale contra inte à la production de 
microalgues pour l 'aquaculture est liée aux coûts. L 'étude de Borowitzka (199 7) 
réalisée sur les éc10series australiennes a révélé qu ' en moyenne, les coûts a lloués à la 
production de microalgues représentent entre 30-40% avec un maximum de 70%. Duerr 
et al. (1998) ont es timé les coûts de production de mic roalgues dans une grande 
écloserie d'huîtres américaine à 50 US$/kg de poids sec. Ces coûts seraient beaucoup 
plus élevés au niveau des éc10series de plus petite taille . A cet effet, Borowitzka (1997) 
confirme qu ' une enquête internationale menée sur la production a lgale dans les 
écloseries de bivalves a montré que les coûts varia ient entre 300 et 600 US$/kg de poids 
sec. 
Une autre contrainte liée à la rentabilité d ' une écloserie demeure l 'approvisionnement 
en microalgues de qualité. De ce fait, la disponibilité en tout temps de microa lgues de 
qualité constitue un gage de succès de la production des écloseries. La production de 
microalgues en écloseries est principalement orientée vers les systèmes en batch. Par 
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conséquent, comme la main-d'œuvre représente le premier poste de dépense de la 
production alga le, cela entraîne inexorablement l'augmentation du coüt total de la 
production. Les coüts élevés ainsi que les risques encourus par les systèmes de 
production de microa lgues en écloseri es ont incité à la recherche et au développement 
de méthodes alternatives tels que les concentrés de microa lgues conservés , les 
microalgues produites de façon hétérotrophique et séchées ainsi que les produits de 
substitution (Heasman et al, 2000). 
La question de la survie des larves est un enj eu stratégique pour les écloseries dans la 
mesure où elle influe directement sur la production de juvéniles de taille commerciale. 
Sous ce rapport, une réduction sensible de la mortalité à travers un approv isionnement 
régulier de microalgues de qualité permettra sans doute de relever le niveau de 
perfom1ance et de compétitivité des écloseries. 
1.6 Objectifs 
L'objectif général de cette étude est de déterminer les conditions optimales pour la 
stabili sation des concentrés de microalgues ainsi que pour leur enrichissement en ac ides 
gras polyinsaturés. Il s 'agit d 'une part de vérifier si l'aj out d'additifs et les 
manipulations quotidiennes ont un impact sur la stabilité des concentrés de microalgues 
et d 'autre part de mesurer l'effet du stress en silicate et celui de la lumière sur 
l'enrichissement des microalgues en acides gras polyinsaturés. 
Les obj ectifs spécifiques de ce projet comportent : 
• L ' identification de l'espèce de diatomée la plus appropriée à l'enrichissement en 
acides gras polyinsaturés (AGP) durant le stress nutritionnel. 
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• La dételmination des conditions optimales pour la stab ilisa tion des concentrés 
de microalgues et le prolongement de leur durée de vie. 
• L' identi fication de co-produits extrac tibles en parallèle aux ac ides gras, te ls que 
les pigments. 
Les hypothèses testées sont : 
• Le type de traitement des concentrés a un effet sur leur composition en ac ides 
gras polyinsaturés. 
• La durée du stockage au froid a un effet sur la composition des concentrés en 
acides gras po lyinsa turés. 
• La lumière a un effet sur l 'enrichissement des cultures de microa lgues en ac ides 
gras polyi nsaturés. 
• L'effet couplé du temps et d ' une privation de s ilicate sur l'enrichissement des 
cultures de microalgues en ac ides gras polyinsaturés. 
Les travaux de cette thèse de maîtrise sont présentés en deux parties traitant d 'une part, 
de la conservation de la composition lipidique des microalgues notamment en ac ides 
gras polyinsatu rés, et d 'autre part, de l'enrichissement des microa lgues en ac ides gras 
po lyinsaturés pour l'aquaculture. Le chapitre traitant de la conservation des lipides de 
microa lgues est présenté sous fo rme d 'article en anglais puisqu ' il devra être soumis à la 
revue Aquaculture. 
CHAPITRE DEUX 
PRESERVA TION OF LIPID CONTENT IN MICROALGAE 
CONCENTRATES BY ULTRAFILTRATION 
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Abstract 
W ith the use of ultrafil tration process, it has been possible to concentrate by roughly 
100 times microalga l cultures fro m Eustigmatophyceae (Nannochloropsis occulata) , 
Prymnesiophyceae (Pavlova lutherii and Isochrysis galbana) and a mixture of the 
latters. The purpose of this study was to assess the preserva tion of their lipid content 
during eight-week storage at 4°C. Microalgae were cultured in a semi continuous 
system using 260L photobioreactors. At the end of the logari thmic growth phase, each 
culture was harvested, concentrated by ultrafil tration and transferred in sterile 
po lyethylene flasks. Storage was then performed using food preservatives and non 
treated fl asks served as contro l. A weekly sampling was conducted to monitor the lipid 
content of each concentrate during experiment time. Results displayed no significant 
di screpancy between the preserved and contro l concentrates, either in lipid classes or in 
fatty ac ids profi le. Polyunsaturated fatty ac ids (PUFAs) mainly eicosapentaenoic acid 
(EPA), docosahexaenoic acid (DHA) and arachidonic acid (A A) did not exhibit any 
significa nt change during the eight-week storage for a il species. The overall 
polyunsaturated fa tty acids (PUF As) were preserved at a level of 84% for al! 
concentrates. 
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2.1. Introduction 
Because of their position at the base of the aquatic food chain, microalgae play a crucial 
role in aquaculture. Potential applications are diverse but they are mainly used in 
nutrition. In this respect, microalgae are widely used as feed during the whole life cycle 
of bivalve molluscs, for sorne crustacean and gastropod larvae and to pro duce green 
water for the rearing of sorne fish larvae (Brown et al. 1997, Reitan et al. 1997, Muller-
Feuga 2000). On the other hand, microalgae are also used for mass production of 
zooplankton such as copepods, rotifers and artemias which serve as feed for larvae and 
juveniles of fish and crustaceans (Seychelles et al., 2008). Several studies have focused 
on the impoliance of nutritional quality in the success of larvae rearing (Langdon et 
Waldock, 1981 ; Whyte et al. 1990; Powell et al. 2002; Cahu et al. 2003). In this regard, 
lipids and particularly polyunsaturated fatty acids (PUF As) are considered as the most 
important biochemical components of the food for the larvae of many marine organisms 
(Reitan et al. 1993, Soudant et al. 1998, Nevejan et al. 2003, Pemet & Tremblay 2004). 
Lipids provided by feeding as weil as their constituents, fatty acids and stero ls, are of 
great importance for fast growing larvae by the supply of energy and necessary cellular 
components for membrane structure (Sargent et al. 2002). Because of the limited 
PUF As and sterols synthesis capacity of larvae, these components must come from 
nutrition (Sargent et al. 1999, Soudant et al. 2000). Moreover, it was reported that 
microalgae are the main source of PUFAs and sterols in the marine environment 
(Volkman et al. 1989, Tremblay et al. 2007). Their nutritional properties represent a 
critical requirement for the growth and survival of larvae and adults, and lipids, mostly 
polyunsaturated fatty acids, are essential for larvae survival (Kirk & Behrens, 1999). 
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Microalgae production is a critical and limiting step of aquaculture industry mainly in 
hatchery operations. Today, the need for quality, secure and available live food , is 
essential for hatcheries and the guaranteed supply of li ve microalgae would allow them 
to focus on numerous, heavy and delicate tasks related to larvae and juveniles rearing. 
In this regard, microalgal concentrates are of great benefits in the way that they can be 
prepared in suitable centralised facilities and shipped to hatcheries. 
Biochemical constituents of microalgae mainly lipids are highly variable depending on 
culture conditions and time (Pemet et al. 2003) and are subjected to degradation when 
non living cells are concentrated (Robert & Trintignac 1997, Heasman et al. 2000, 
D'Souza et al. 2002, Knuckey et al. 2006). Thus, our objective was to develop a method 
for concentrating and stabilizing live microalgae in order to maintalll their lipid 
nutritional values for several weeks. 
2.2 Materiel and method 
2.2.1 Microalgal culture 
Microalgal strains were provided by Center for Culture of Marine Phytoplankton 
(CCMP) at Bigelow Laboratory for Ocean Sciences (Maine, USA). Starter cultures 
were performed in 250 ml Erlenmeyer flasks using Guillard 's (1975) F/2 culture 
medium. A week la ter, these cultures were used to inoculate 20 1 carboys which in tum 
served to inoculate 260 1 photobioreactor. Hence, two Prymnesiophyceae (Pavlova 
lutherii and Isochrysis galbana) and one Eustigmatophyceae (Nannochloropsis 
occulata) were cultured at the station aquacole de Pointe-au-Père (Institut des Sciences 
de la Mer de Rimouski, Université du Québec à Rimouski, 48° 27' N; 68° 32' W, QC, 
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Canada) between 2007 January and March 2007 and between 2007 October and 
Oecember 2007 in photobioreactors using a semi-continuous system from Nutrocean 
Inc. (Rimouski, QC, Canada). The semi-continuous technique expands the life span of 
cultures through partial periodic harvesting immediately followed by topping up to the 
original volume and supplementing with nutrients to achieve the original level of 
enrichment. 
Cell concentrations were species dependent and varied from 55 million cells/ml for 
Nannochloropsis occulata to 13 million cells/ml for lsochrysis galbana and Pavlova 
lutherii. Photobioreactors were illuminated continuously (24 h photoperiod) using 
fluorescent light of 3000-4000 lux and aerated with filtered compressed air. CO2 supply 
for photosynthesis was regulated by a flowmeter and controlled by monitoring the pH to 
maintain level between 7.5 and 8.5 . Seawater was pumped from the Saint Lawrence 
estuary at 6 m depth, filtered through gravel and l!Jm filter bags before sterilization 
using tangential ultrafiltration through a semi permeable membrane with a 100 kDa cut-
off. 
2.2.2 Experimental design 
Freshly harvested cultures were transferred ln stocking tank and pumped to the 
ultrafiltration system. Several cycles were necessary to remove water and attain cell 
concentration of between 1.5 and 5 billion cells/ml (Figure 2.1) measured by an 
electronic counter of particles equipped with a 70 !Jm probe (Beckman Coulter Counter 
Z2, Mississauga, ON, Canada). The filtrate was drained in a siphon and concentrates 
were collected and dispatched in IL flakes (polyethylene, AMP AK distribution Inc. , 
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Laval, QC). We firstly compared temporal stability of concentrates from Nanna strain 
with and without preservative. Preservative consisted of two food qua lit y organic acids 
(ascorbic and citric acids) which lowered down the pH around 5 allowing the inhibition 
of potential microorganisms' development. Then temporal stability of concentrates 
without preservative from T-iso and Mono strains was assessed as well as a mixture of 
microalgae comprised of 28.3% T-iso, 29.8% Mono and 41.9% Nanna. Concentrates 
were duplicated and stored at 4°C for eight weeks. During storage, concentrates flasks 
were shaken and opened everyday to simulate daily use in hatchery. Each week, 100 ~l 
of concentrate were sampled in lipid c1eaned vials with 2 ml of dichloromethane: 
methanol (2: 1 v/v) for lipid analysis and 100 ~l for dry weight assessment. In addition, 
an aliquot was used to inoculate sub-cultures for cell viability test. 
Figure 2.1: concentrate (left) vs. fresh algae (right) 
2.2.3 Lipid and dry weight analysis 
Irnmediately after sampling, concentrates were filtered through a 25mm mesh GF/C 
filter already precooked at 450°C and weighed. Filters were rinsed with a 3% solution 
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of ammonium fonnate in order to dissolve sea salts, and stored at -80DC before dry 
weight detennination by drying in a heat chamber at 70 DC for 24 h (Lubzens et al. , 
1995) followed by 24 hour storage in a desiccation cham ber. Filters without ammonium 
fonnate were used for lipids analysis. Lipids were manually extracted according to 
Folch et al. (1957), but chlorofonn was substituted by dichloromethane (Chen et al. 
1981), with 3 ml dichloromethane: methanol (2: 1 v/v) in a Pyrex tube. The grinder was 
rinsed twice with 3 ml dichloromethane: methanol (2: 1 v/v) and 2.25 ml of KCI (0.88%) 
was added for a final ratio dichloromethane: methanol: potassium chio ride of 2: 1 :0.6 
(v/v/v) which was mixed and centrifuged at 500 g for 2 minutes. Lipid fraction was 
transferred in clean tubes using Pasteur pipettes and the so lvent was evaporated under 
nitrogen current. Extracted lipids were then suspended in 1 ml dichloromethane. For 
lipid class analysis, a 4/11 aliquot of each extract was placed on silica gel chomarods S-
m (latron Laboratories, Tokyo, Japan), separated with thin layer chromatography 
(TLC) using four solvents (Parrish, 1987) and lipid classes detennined by Iatroscan 
MK6 (latron Laboratories, Tokyo, Japan) equipped with a flame ionization detector 
(FlD) . Chromatograms were integrated using Peak Simple software version 3.2 (SRl, 
TOITance, CA, USA) and lipid classes identified by standards, quantified in dry weight 
and expressed in relative concentration (% total lipid). Detected lipid classes included 
aliphatic hydrocarbons triglycerides (TAG), free fatty acids (FF A), sterols (ST), acetone 
mobile polar lipids (AMPL) and phospholipids (PL). For fatty acids analysis, free fatty 
acid methylesters (FAME) were prepared according to Lepage et Roy (1984) using a 
solution of 2% H2S04 in pure methanol. FAME were run on a Varian CP3900 gas 
chromatograph equipped with a ZB-wax fused-silica capillary colurnn (20 mxO.18 mm 
lDxO.18 /lffi film thickness; Supelco, 
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Bellfonte, PA, USA). Helium was used as the carrier gas (flow ve locity: 1 mL min- I) . 
FAME were injected at 250 oC at alto 1 0 split ratio . The temperature ramp was 140 oC 
for 0.2 min, fol!owed by an increase of 40 oC min- l to 170 oC, followed by an increase 
of 4 oC min- l to 185 oC, and finally by an increase of 2 oC min- 1 to 230 oc. The 
detector was maintained at 260 oC. FAME were identified by comparison of retention 
times with known standards (37-component FAME Mix, PUFA-3 , and menhaden oil; 
Supelco Bel!efonte, PA, USA) and quantified with nonadecanoic acid (19:0) as an 
internai standard. Chromatograms were analyzed using the Galaxie Chromatography 
Data System (version 1.9.3.2, Varian). 
2.2.4 Analysis of viability 
Cell viability of microalgae concentrates during storage was assessed by carrying out 
sub-cultures of Nanno, T-iso and Mono at different periods along the experiment time 
duration. Each sample was sub-cultured axenically through an incubator at 20°C in two 
tubes filled with sterilised culture medium using a disposable needle. The surrounding 
environrnent was also sterilized with flame provided by a Bunsen burner. A sample of 
sub-cultures was weekly monitored through cel! counting and microscope observations 
to assess cel! viability. Cel! viability was demonstrated after three weeks, when the cel! 
concentration continued to grow, and then sub-cultures were stopped and discarded. 
Microscope observations were also used to confirm cel! motility and viability. 
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2.2.5 Data analysis 
Multiple variance analysis (MANOV A) was used to determine differences within lipid 
classes, fatty acids (EPA, DHA, AA) and also sum of fatty ac ids (sa turated, 
monounsaturated and polyunsaturated). Conceming concentrates of Nanno , different 
Iipid classes or fatty acids were considered as dependent variables whereas different 
treatments (with or without preservative) as weil as time were considered as 
independent variables. Interaction between time and treatment was also determ ined. For 
concentrates from T -iso, Mono and the mixture, dependent variables were Iipid classes 
or fatty acids and time duration was the independent variable. Residues were sorted to 
examine the nonnality according to the normal curve of probability, and tested using 
Kolmogorov- Smimov. When necessary, datas were transfonned using arcsi nus and 
homogeneity of variance was tested with Levene's test. Ali datas were treated through 
the SPSS 15.0 software for Windows (Chicago, IL, USA). 
2.3 Results 
Considering lipid classes, triglycerides (TAG), sterols (ST), acetone mobile polar lipids 
(AMPL) and phospholipids (PL) represented more than 94% of total lipids . Other 
classes such as free fatty acids did not display any significant variations with time and 
treatment and are not presented. 
2.3.1 Effect of preservative 
Lipid classes of concentrates from Nannochloropsis occulata demonstrated no effect of 
treatment at p < 0.05 (with or without preservative) and time after 63 days of storage 
(Annex 1). Lipid classes of this species concentrates were composed of 20% TAG, 34% 
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AMPL and 35% PL (Figure 2.2) . Sterols represented less than 2% of total lipids and are 
not presented graphically. 
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Figure 2.2: Mean percentage (± SD) of lipid classes of concentrates From Nannochloropsis occu/ala. 
TAG: Triacylglycerol; AMPL: Acetone Mobi le Polar Lipids; PL: Phosp holipids. 
Regarding fatty acids profi le, no effect of treatment and time al p < 0.05 was observed 
(Annex 2) for essential fatty acids (EPA, DHA, AA) and for sum of sa turated, 
monounsaturated and polyunsaturated of Nanno concentrates. Fatty ac ids of Nanna 
concentra tes were composed of 34% saturated , 29% of monounsaturated and 3 1 % 
polyunsaturated of which 23% of EPA and 4% of AA . DHA as weil as other 
polyunsaturated represented les than 1 % (Table 2.1). 
"C 
'0. 
30.0 
25.0 a 
20.0 
15.0 
10.0 
5.0 . .. .... .... ... .... .... ... * ... + . .. . +- . . . ~ .. . • 
0.0 +--,..-----,.-----.---,---.,----,--,---.-----.---, 
o 7 14 21 28 35 42 49 56 63 
day 
· · · .. · · %AA 
____ %EPA 
37 
Figure 2.3 : Temporal changes in the profile of mean percentage (± SD) of main essential fatty acids trom 
mean of treatments in Nannoch/oropsis occu/ata concentrates during 63-day storage at 4°C. Different 
letters indicate significant differences. AA: Arachidonic acid; EPA: Eicosapentaenoic aci d. 
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Table 2.1: Mean percen tage (± SD) of fatty acids in concentrates of Na nnoclzloropsis occulaln accordi ng 
to treatm ent. 
Nannochloropsis occulata 
Fattyacids preserved control 
C12:0 
C14:0 6.7 ± 0.7 6.8 ± 0.5 
C15:0 
C16:0 26 ± 2.7 26.5 ± 2.1 
C17:0 
C18:0 1.6 ± 0.9 1.4 ± 0.4 
C20:0 
C22:0 
C24:0 
r saturated 34.3 34.7 
C16:1 n-7 22.4 ± 6.2 23.2 ± 5.7 
C16:1 n-9 5.8 ± 1.1 5.6 ± 0.7 
C20:1 
C22:1 n-9 0.3 ± 0.2 0.2 ± 0.2 
rMUFA 28.5 29 
C18:2n-6 1.9 ± 0.2 1.9±0.1 
C20:2 
C18:3n-6 
C20:3n-3 
C20:3n-6 1.4 ± 0. 2 1.4±0.1 
C20:4n-6 4.3 ± 0.5 4.4 ± 0.4 
C20:5n-3 22.5 ± 2.8 23 ± 2.2 
C22:6n-3 0.6 ± 0.3 0.2 ± 0.1 
r PUFA 30.7 30.9 
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2.3.2 Effect of storage time 
Ali lipid classes of concentra tes from Isochlysis galbana , Pavlova lutherii and the 
mixture of the latters did not demonstrate any effect of time during eight weeks of 
storage (Annex 3) . TAG values were comprised between 10% of total lipids for 
Isochrysis galbana to 30% for the mixture. Conceming polar lipids, mean va lues of 
phospholipids were situated between 30 and 35% for ail concentrates. AMPL were 
between 15 and 25% depending on specie and va lues of ST were very low for ail 
species except Pavlova Iutherii which sterol content represented 16% (Figure 2.4) . 
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Figure 2.4: Mean percentage (± SD) of Iipid classes in concentrates from Isocluy sis galbana, Pa vlova 
lutherii and the mi xture (T-iso, Mono and Nanna). TAG: Triacylgl ycero l; ST: Sterol; AMPL: Acetone 
Mobile Polar Lipids; PL: Phospholipids. 
Storage time of different concentrates did not display any significant difference on 
essential fatty acids profile except for those of the concentrate of Isochrysis galbana 
(p = 0.012; F= 1.88; df = 48 ; Annex 4) . Decreases of about 5% for DHA (p < 0.05) 
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from day 35 and of 1% for EPA (p < 0.05) from day 14 were also observed 
(Figure 2.5B). 
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Figure 2.5 : Temporal evolution of mean percentage (± SD) of main essential fatty acids (A) and sum of 
saturated, monounsatured and polyunsaturated fatty acids (8) in concentrates of Isochrysis ga/bana after 
56-day storage at 4°C. Different letters indicate significant differences. 
Main saturated and monounsaturated fatty acids were C 14:0, C 16:0, C 18:0 and 
C 16: 1 n-7 (Table 2.2). Depending on species, the sum of saturated varied between 31 % 
for Pavlova /utherii to 45% for /sochrysis ga/bana. Monounsaturated fatty acids 
represented between 17% and 30% of total fatty acids of which C16: In-7 was the most 
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impol1ant fo r Nanno, Mono and the mixture, representing more than 20% of total fatt y 
acids of the latter (Tab les 2.1 and 2.2). Regarding omega-3 and omega-6 
polyunsaturated fatty acids, the main contributions were from EPA, DHA and AA. 
Total PUF As in different concentrates represented roughly between 30% and 40% of 
total fatty acids. 
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Ta ble 2.2 : Mea n percentage (± SO) of fatty ac ids in concentrates of Isocl1ly sis ga/bana, Pavlova /utherii 
and the mi xture of Isochrysis ga/bana, Pa vlova lutherii and Nannoch/oropsis occu/ata (Mix) . 
Fattyacids Isochrysis galbana Pavlova lutherii Mix 
C12:0 0.8 ± 0.3 0.6 ± 0.1 0.5 ± 0.3 
C14:0 22 ±3.1 9 ± 1.6 10.9 ± 0.1 
C15:0 0.5 ± 0.2 0.4 ± 0 0.5 ± 0.1 
C16:0 17.5 ± 1.9 18.1 ± 2.4 28.9 ± 2.1 
C17:0 0.6 ± 0.3 0.3 ± 0.2 0.4 ± 0.2 
C18:0 1.3 ± 0.3 1.1 ± 0.2 1 ± 0.2 
C20:0 0.8 ± 0.3 0.5 ± 0.2 0.3 ± 0.1 
C22:0 1.1 ±0.4 0.7 ± 0.1 0.5 ± 0.1 
C24:0 0.7 ± 0.4 0.5 ± 0.1 0.4 ± 0.3 
L saturated 45.3 31 .2 43 .4 
C16:1n-7 4.8 ± 0.6 25.5 ± 2.5 20.1 ± 1.1 
C16:1 n-9 11 .8±1.1 4.3 ± 0.4 5.4 ± 0.5 
C20:1 0.4 ± 0.3 0.5 ± 0.1 0.2 ± 0.1 
C22:1n-9 0.6 ± 0.3 0.4 ± 0.1 0.3 ± 0.2 
L MU FA 17.6 30.7 26 
C18:2n-6 13.3 ± 3.1 1.7 ± 0.2 4.7 ± 0.4 
C20:2 0.6 ± 0.2 0.6 ± 0.1 0.3±0.1 
C18:3n-6 2.3 ± 0.9 0.6 ± 0.1 0.7 ± 0.3 
C20:3n-3 0.7 ± 0.3 1.2 ± 1 0.9 ± 0.2 
C20:3n-6 0.2 ± 0.2 0.3 ± 0. 1 0.1 ± 0.1 
C20:4n-6 0.8 ± 0.4 2.2 ± 0.5 2.8 ± 0.2 
C20:5n-3 1.5 ± 0.5 16.8 ± 4.8 13.6 ± 1.4 
C22:6n-3 15.9 ± 2.4 13.7 ± 2.4 6.1 ± 0.8 
L PU FA 35.3 37 .1 29.2 
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2.3.3 Viability of microalgal cells in concentrates 
Sub-cultures were fo llowed up by cell counting during three weeks and wi th 
microscope observations. We observed cell viability in concentrates of Mono and T-iso 
at least up to day 35 (Figure 2.6) and of Nanna up to day 57 (Figure 2.7) . 
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Figure 2.6: means ± SD of cell counts for Mono and T -iso at day 35 sub-culture. 
1st week 2nd week 
counting time 
3rd week 
- -+- - Nanno - preservative 
---- Nanno + preservati ve 
Figure 2.7: means ± SD of cell counts for Nanno at day 57 sub-culture. 
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2.4 Discussion 
Results of our study hi ghlighted a good preservation generaIly without signi fican t 
changes of polyunsa turated fatty ac ids (EPA, DRA, and AA) fro m microa lgal highly 
concentrates (between 1.5 to 5 billion cells per ml) us ing semi continuous culture 
sys tem in photobioreactors. The mean preservation rate over 56 days of essential fatty 
acids for a l! spec ies studied was 73% for EPA, 76% for DRA and 83% for AA, which 
corresponded to a t leas t :x of highly unsaturated fa tty ac ids (HUF A) that are essential to 
larvae and juveniles of biva lve moIluscs, crustaceans and fish. Selected microa lgae 
species are widely used as feed for larvae in hatcheries (Vo lkman et al. 1989, Renaud et 
a l. 1994, Brown et a l. 1997) . Chemical content of microalgae mainly in polyunsaturated 
fatty ac ids is o f pivotai importance for growth and surv iva l o f larvae and j uveniles 
reared in hatcheries . According to Molina et al. (1 994), nutritional value of microalgae 
is closely linked to their PUF As content, mainly EPA and DRA. Accordingly, it 
becomes important that a Il preservation methods of microalgal concentrates maintain 
the fatty acids content. Studies on preservation of microalgal concentrates are scarce. 
Rowever, some authors reported on different concentration methods such as 
centrifugation and floccula tion. In this respect, Watson et a l. (1 986) reported that 
nutri tional qua lity of concentrates from Thalassiosira pseudonana and Chaetoceros 
calcitrans made by centrifugation, decreased significantJy during storage at 4°C. 
Moreover, Donaldson (1 99 1) revealed that nutritional quality of microa lgal paste from 
centrifugation rapidly deprecia ted during storage at 4°C. This study also showed that 
nutritional properties as weIl as ceIl viability were maintained only fo r 10 days . Our 
study demonstrated the ability to maintain nutritional value of microalgal concentrates 
realized by ultrafiltration process after a 2-month storage at 4°C. Previous studies found 
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this same ability as that of Molina et al. (1994) in which a concentra te of 9 g ri from 
Isochrysis galbana stored at 4°C during 30 days maintained its polyunsaturated fatty 
acids content. But a significant decrease of saturated and monounsaturated fatty acids 
was noted as well as a cell viability of 85%. Our study conc1uded that HUF A 
preservation rate of concentrates from Isochrysis galbana stored at 4°C during eight 
weeks exceeded 80%. Cell viability was monitored by sub-cultures and microscope 
observation. This method demonstrated the cell viability of concentra tes from 
Prymnesiophyceae (Pavlova lutherii and Isochrysis galbana) up to day 35 and from 
Eustigmatophyceae (Nannochloropsis occulata) up to day 57. 
Our results concerning HUF A (EPA, DHA, and AA) content are similar to those found 
in the literature (Volkman et al. 1989, Renaud et al. 1994, Brown et al. 1997). Indeed, 
Nannochloropsis occulata, reported as an excellent source of EPA (25 to 30% of total 
lipids), and AA (up to 4-5% of totallipids) displayed similar results in our study (23 % 
of EPA and 4.4% of AA). Regarding DHA, our values for Prymnesiophyceae 
(Jsochrysis galbana and Pavlova lutherii) were respectively 16% and 13 .5% of total 
fatty acids and comparable to literature (10%). Finally, reports allocated EPA content of 
20-28% for the genus Pavlova sp (Volkman et al. , 1989, Volkman et al. 1991) and of 
0.2% for Isochrysis galbana (Volkman et al., 1989). Our concentrates exhibited the 
same patterns as EPA content of concentrates from Pavlova lutherii and Isochrysis 
galbana after a 8-week storage at 4°C were 17% and 1.5% of total fatty acids 
respectively. 
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2.5 Conclusion 
Preservation of microalgae of marine origin is crucial to ex tend their shelf-life but also 
to make live feed available for aquaculture nutrition. Results of this study are promising 
in the way that the used concentration method contributes to extend significantly the 
time storage of microalgal concentrates while maintaining their nutritional properties. 
Thus, microalgae which have conserved their organoleptic quality (odour and colour) as 
well as their nutritional quality can be available in all seasons for hatcheries. Assuming 
that microalgal production represents roughly one third of total hatchery production 
costs, the guarantee of a sustainable supply of high quality microalgal concentrates 
constitutes a reliable alternative to strengthen productivity and maintain cost-
effectiveness. 
CHAPITRE TROIS 
ENRICHISSEMENT DES MICROALGUES EN ACIDES GRAS 
POLYINSATURÉS POUR LES BESOINS EN AQUACULTURE 
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Résumé 
Deux diatomées Bacyllarophytes appartenant à l'ordre des Centrales, Chaetoceros 
gracilis (souche Chgra) et Thalassiosira pseudonana (souche Actin) ont été mises en 
culture semi-continue dans des photobioréacteurs de 260L à la Station Aquacole de 
Pointe-au-Père et au Centre Aquacole Marin de Grande Rivière (Chgra) . Vers la fin de 
la phase de croissance exponentielle, les cultures ont été transférées dans des kwalls 
(avec et sans lumière) pour subir un stress nutritionnel afin d ' augmenter la teneur des 
microalgues en lipides notamment en acides gras polyinsaturés. Les rendements à 
Pointe-au-Père semblent meilleurs puisque les valeurs de comptes cellulaires (autour de 
8 millions cellules/ml) ont été beaucoup plus élevées qu'à Grande Rivière (entre 4 et 5 
millions de cellules/ml) . Pour l'ensemble des deux sites, le facteur lumière n'a pas eu 
d ' effet sur la densité cellulaire. L'emichissement des deux diatomées à Pointe-au-Père a 
montré que le temps avait un effet significatif sur la composition de Chgra en grandes 
classes de lipides (p 0 0,001) et en acides gras (p 0 0,05). Au niveau des acides gras 
polyinsaturés, la proportion d'EPA a quadruplé, celle de DHA doublé et celle d ' AA 
triplé. 
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3.1 Introduction 
Avec l ' intensification des méthodes de culture et le développement des écIoseries, la 
nutrition est devenue l'un des facteurs clé du succès de l' industrie aquaco le. Une 
importance grand issante es t accordée à la composition chimique de la nourriture 
notamment en acides gras po lyinsaturés (PUFA) dont la princ ipa le source dans le mi lieu 
marin est le phytoplancton (microalgues) . C'est a insi que Brown et Garland (1989) ont 
rapporté que le plus important aspect des lipides dans la nutrition animale es t lié à la 
teneur et à la proportion des microalgues en acides gras. Dans le même élan, Muller-
Feuga (2000) a affirmé que l'aquaculture dépend des lipides marins en raison des 
besoins nutri tionnels en ac ides gras polyinsaturés. 
Les ac ides gras po lyinsaturés, comme l'acide éicosapentaénoïque (C20:5 n-3 , EPA), 
l ' acide docosahexaénoïque (C22:6n-3, DHA) et l'acide arachidonique (C20:4n-6, AA), 
suscitent de plus en plus d ' intérêt en raison de leurs excell entes propriétés 
nutritionnelles, en biotechnologie, en pharmaceutique et en nu traceutique. Chez 
beaucoup d'animaux marins, l 'EPA et l 'AA sont obtenus d irectement à partir de la 
nourriture et une petite partie es t transformée en leucotriène qui est un anti-
inflammatoire (Tocher et a l, 1987) et en prostaglandine qui est un éicosanoïde 
nécessaire pour la croissance et la reproduction (Ruggeri et al, 1985) . Le DHA est la 
molécule la plus saturée de la famille des ac ides gras oméga-3. Cet ac ide gras 
polyinsaturé possède d 'excellentes propriétés médicales puisque sa présence dans la 
nutrition a été positivement corrélée avec la prévention de nombreuses malad ies 
humaines dont le cancer et les maladies cardiovasculaires (Holub, 2002). En outre, le 
DHA est impliqué dans le fonctionnement du cerveau et de la rétine (Ga lli, 1999) et son 
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interaction avec d'autres lipides membranaires particulièrement le cholestéro l, joue un 
rôle primordial dans la modulation structurelle et fonctionnelle de la membrane 
cellulaire (Stillwell et Wassall , 2003). Toujours selon Stillwell et Wassall (2003), il est 
étonnant qu ' une simple molécule ait été décrite comme impliquée à la foi s dans 
plusieurs fonctions biologiques distinctes. La multitude de recherches menées sur les 
acides gras polyinsaturés à longue chaîne ainsi que sur les éicosanoïdes associés ont 
souligné leur implication dans les fonctions homéostatiques des animaux. En 
conséquence, bon nombre d'agences nationales ont recommandé leur utilisa tion comme 
additifs alimentaires (Gill et Va livet y, 1997). Cette situation a encouragé la recherche à 
s'intéresser au développement de méthodes de culture qui permettent de maximiser la 
production d'acides gras polyinsaturés par les microalgues. A cet effet, différentes 
méthodes qui agissent sur l 'environnement des cultures de microalgues (lumière, 
température et surtout stress nutritionnels) sont utilisées (Shifrin et Chisholm, 198 1 ; 
Carvalho et Malcata, 2004) . La maximisation ou l'enrichissement des microa lgues en 
acides gras polyinsaturés peut être cruciale pour la production de certaines espèces en 
aquaculture (Watanabe et al, 1983). 
Dans cette étude, les espèces choisies appartiennent à la classe des Bacyllarophyceae 
qui sont des diatomées centriques, c'est à dire appaltenant à l'ordre des Centrales. Ces 
diatomées possèdent des frustules circulaires, bipolaires ou elliptiques dont les auréoles 
ou perforations sont disposées par rapport à un point central. Par opposition aux 
Centrales, les auréoles des Pennales sont disposées par rapport à une ligne. Les 
diatomées sont une classe de microalgues ayant une importance capitale dans plusieurs 
processus biologiques à l'échelle de la planète. C'est ainsi qu'elles sont responsables de 
S2 
2S% de la production pnmalre globale (Scala et Bowler, 200 1) et de 40% de la 
production primaire marine (phytoplancton eucaryo te) (Fa lkowski et a l, 1998) . Elles 
sont utili sées pour la production extracellulaire de silice dans des applications da ns le 
domaine des nanotechnologies. Au niveau intracellula ire, certains métabo li tes (l ipides, 
EPA) sont très convo ités pour leur application en phannacie alors que d ' autres (ac ides 
aminés) sont utilisés en cosmétique. D 'autres métabolites extracellula ires qui sont 
produits dans le médium tels que les pigments, les bactériocines et les antibiotiques sont 
exploités en biotechnologie (Cohen, 1999; Tadashi et a l. 200S ; W ij ffe ls, 2008) . 
Contrairement à la plupart des espèces d 'algues produites commerc ialement (Chlorella, 
Spirulina, Dunaliella) qui croissent dans des conditions très sélectives conduisant à de 
fa ibl es contaminations (autres algues, protozoaires), les diatomées ne possèdent pas cet 
avantage sélec ti f et do ivent par conséquent être cultivées de façon le plus axénique 
poss ible dans des sys tèmes fennées (Borowitzka, 1994). Les espèces sé lectionnées 
(Chaetoceros gracilis souche Chgra et Thalassiosira pseudonana souche A ctin) sont 
largement utilisées en aquacultu re pour leurs qualités nutri tionnelles. En effet, 
Chaetoceros gracilis occupe la 1 ère place des espèces les plus perfo rmantes pour la 
croissance de 1 ' huître creuse Ostrea edulis (Enright et a l, 1986a). Quant à Thalassiosira 
pseudonana, elle est classée en S ème position des 10 espèces de microalgues les plus 
utilisées dans les écloseries d 'huîtres (Coutteau et Sorgeloos, 1992). De plus, e lle 
occupe la 6ème place des 10 meilleures espèces de microalgues pour la croissance de 
1 ' huître creuse Ostrea edulis (Enright et a l, 1986a). 
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Les obj ecti fs spéc ifiques de ce chapitre étaient : 
• L' identi fication de l'espèce de diatomée la plus appropriée à l'enrichissement en 
acides gras polyinsaturés durant le stress nutri tionnel. 
• L' identification de co-produits extrac tibles en parallèle aux ac ides gras, tels que 
les pigments. 
3.2 Matériel et Méthode 
Deux espèces de diatomées Chaetoceros gracilis (Figure 3. 1) souche Chgra et 
Thalassiosira pseudonana (Figure 3.2) souche Actin ont été mises en culture dans des 
photobioréacteurs de 260 L fo nctionnant selon un système semi-continu dénommé 
procédé à efficacité prolongée pour la production d 'a lgues « PEPPA » (Figure 3.3) . 
Cette méthode a été développée par l ' ISMER pour optimiser le système de production 
semi-continu de microalgues en améliorant significativement la productivité biologique 
et la longévité des cultures. En production, les modules sont disposés côte à côte et des 
rampes d 'éc la irage sont insérées entre eux de faço n à ce que les photob ioréacteurs 
so ient éclairés sur les deux côtés. L' unité de traitement des liquides du PE PP A possède 
la particularité de pouvo ir effectuer la filtration et la stérilisation du milieu nutriti f et des 
so lutions de nettoyage et de désinfection en une seule étape grâce à l 'utilisation d 'une 
cartouche de fibres creuses. La fine porosité de la membrane (100 000 Da) a insi que sa 
grande surface (l3m2) permettent de stériliser de grands volumes de liquide. Au cours 
de la croissance des microalgues, le dioxyde de carbone CO2 est ajouté pour compenser 
la consommation due à la photosynthèse mais aussi pour réguler le pH des 
photobioréac teurs. 
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Figure 3.1 : Chaetoceros graciUs (Source : http ://www.reed-mariculture.comlmicroalgae/chgra. htm) 
Figure 3.2: Thalassiosira pseudonana (Source : http://www.eurekalert.orglmultimedia/pub/2636.php) 
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Figure 3.3 : Schéma du système de cul ture en semi-continu (PEPPA) 
56 
3.2.1 Stress nutritionnel (carence en silicate) 
Lorsque les cultures ont a tteint la fin de la phase de cro issance exponentielle, un vo lume 
correspondant à environ 30 à 40% par PEP PA (90 à 100 litres) a été transféré dans des 
bass ins de type kwalls (tubes de 200L) pour la mise en œuvre du stress nutritionnel en 
silicate (Figure 3 .5) . À ce moment, le milieu nutritionnel F/2 (Guillard, 1975) non 
enrichi en s ilicate est ajouté. Lors des premières expériences menées à Grande-Ri vière 
et à Pointe-au-Père, les stress ont été effectués durant 24 heures avec e t sa ns lumière 
pour évaluer l'impact de celle-ci sur l'enrichissement. Pour l 'é tude comparati ve des 
deux sites, les mêmes souches de microalgues ont été utilisées en même temps. Les 
deux sys tèmes PEPPA étaient identiques dans toutes leurs composa ntes et les 
expériences ont été réa lisées à la même température afin de limiter le plus possible, les 
autres variables que la qualité de l'eau de mer entre ces deux sites. Pour l'expérience 2, 
le stress nutritionnel au silicate a été effectué sur des cultures réalisées à Pointe-au-Père 
durant 10 j ours afin d ' évaluer l'enrichissement potentiel en ac ides gras polyinsaturés. 
Le schéma expérimenta l décrivant l ' ensemble des expériences menées dans cette étude 
est a insi présenté (Figure 3.6). 
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Figure 3.4 : Inoculation des photobioréacteurs à partir d'une culture en touri de 20 L 
Figure 3.5 : Enrichissement des microalgues en kwall s 
PEPPA 1 
PEPPA 2 
+/- air-lift 
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échantillonnage 
l l 1 l 
Transfert de 30-40% JO J1 J2 J10 
+------------.... 1-----------------.... 
Transfert en kwall + F/2 - silicate - lumière 
Transfert en kwall + F/2 - silicate + lumière 
Transfert de 30-40% 
--------------+-------------+1----------------- .... 
Figure 3.6: Design expérimental de l'enrichissement à Grande-Rivière (1) et à Pointe-au-Père (2) 
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3.2.2 Échantillonnage 
Suite à l ' inoculation des photobioréacteurs, les cultures ont été rigoureusement suivies 
de façon hebdomada ire (mesure du pH, comptage ce llula ire et évaluation de la ta ill e au 
moyen du compteur de pa11icul es Beckman Z2 Couoter Coulter, Fullerton, CA, USA) . 
Le pla teau de c ro issance éta it indiqué par une valeur de compte quas i-constante. À ce 
m oment, un premier échantillon a été prélevé pour les ana lyses de lipides ava nt le 
transfert en kwalls. Durant l 'expérience un, comparant les sites de Grande-Rivière et de 
Po inte-au-Père, un échantillon a été récolté dans chaque kwall à 18h et 24h après le 
stress nutritionnel en silicates. Concernant l 'expérience deux sur l 'enrichissement en 
ac ides gras, les échantillons ont été prélevés toutes les 24h durant la période co mpl ète 
du stress en silicate. Aux m esures de pH et de comptage cellulaire, des échantillons 
pour l ' estimation des po ids secs et des analyses de lipides ont été aj outés . La mesure du 
poids sec des a lgues est mise en œuvre par filtration d ' un vo lume de 10 ml de culture 
sur des filtres de type GF/C (0.45j.lm) d ' un di amètre de 2,Scm précuits au fo ur à 4S0°C 
pendant 2 h et pesés avant leur utili sation. Une fo is l' échantillon filtré, une so lution de 
fo rmiate d 'ammonium à 3% a été aj outée pour dissoudre les sels e t les filtres ont été 
séchés dans l 'étuve à 70°C pendant 24 h puis dans un dessiccateur pendant 24 h et 
pesés. 
Pa = Pr+a - Pr 
PS = Pa / (V*C) 
P r: poids filtre sec (avant filtration) en g. 
Pa : po ids a lgues séché en g. 
Pr+a : po ids fi ltres + algues (après séchage) en g. 
V : volume filtré en ml. 
C : concentration cellu laire en 106 cellules/ml. 
PS : poids sec en g/ 1 06 ce llules 
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Les échanti llons pour les analyses de lipides ont été filtrés de la même manière que pour 
les poids secs mais sans rinçage au formiate d 'ammonium, puis les filtres sont 
immergés dans des vials contenant 2 mL de mélange chloroforme-méthanol 2: 1 (V/V). 
Ensuite, les vials ont été passés sous un courant d'azote pour préserver les échantillons 
de l'oxydation, avant d'être congelés à -80°C jusqu'à l'analyse chimique. 
3.2.3 Analyses chimiques 
La fraction lipidique des échantillons de microalgues a été extraite par la méthode de 
Folch et al. (1957). Les grandes classes de lipides ont été analysées par Iatroscan 
MK6™ (Iatron Technologies, Tokyo, Japon) équipé d ' un détecteur à ionisation de 
flamme et couplé avec un chromatographe à couche mince. Les chromatogrammes ont 
été intégrés et analysés au moyen du logiciel d'intégration Peak Simple version 3.2, SRI 
Inc. Les acides gras ont été analysés avec un chromatographe en phase gazeuse de 
marque Trace GC (Thermo, USA) équipé avec une colonne capilla ire VB-5® (30 m x 
0,25 mm i.d; ValcoBond®, USA) avec l' hélium de haute pureté comme gaz porteur. Il a 
été couplé avec un spectromètre de masse Polaris Q (Thenno, USA). La détection et la 
quantification des FAME ont été réalisées en appliquant le mode en balayage des ions 
positifs du spectromètre de masse avec un intervalle de masse de 60 à 650 uma. Une 
calibration externe a été utilisée avec cinq points de calibrage de 6,25 j.lg mr' à 100 j.lg 
mr' , à partir des dilutions appropriées du standard F AME dans un mélange 
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hexane: dichl orométhane. Le contrôle de l'appareil , l'acquisition et le traitement des 
données ont été réalisées avec le logiciel Xcalibur® (revision 1.3) de Thenno (USA) . 
L 'as taxanthine, pigment présent chez certaines microa lgues, a été analysée pour 
Chaetoceros gracilis par un système de chromatographie liquide haute perfo nnance 
(HPLC, ProStar Varian Inc., Walnut Creek, CA, USA) composé d 'un auto-
échantillonneur de modèle 41 0, d ' un module de pompe quaternaire de modèle 240 et 
d ' un détecteur PDA de modèle 335 . La colonne utili sée pour la séparation était une 
Microsorb-MV 100-5 C 18 250x4.6mm (Varian Inc., Walnut Creek, CA, USA) . 
Auparavant, l 'échantillon de lipides était obtenu des algues par extraction en phase 
solide en utili sant un montage SPE (so lid phase extraction) muni d 'une pompe et dont 
les co lonnes étaient remplies par 100 mg de silice de qualité analytique. La silice était 
conditionnée par lml d ' heptane et 200 !JI de l'échantillon étaient transférés dans la 
co lonne et élués jusqu 'à ce que le niveau du solvant atteigne le haut du niveau de la 
silice. La co lonne était ensuite nettoyée avec lml d 'heptane et lml d ' éther éthylique à 
6% dans l' heptane. Cette étape élimine les lipides et les béta-carotènes. Les pigments 
sont alors élués dans des tubes propres en utilisant lml d ' acétone et l'absorbance 
mesurée au spectrophotomètre à la longueur d 'onde maximale (~ 475 lill1) après avo ir 
fa it une lecture de l'acétone comme blanc. Cette phase d 'extraction a été suivie par 
l ' hydrolyse des pigments ou saponification en milieu alcalin avec une so lution à 2% de 
KOH dans du méthanol pur pendant 15 minutes. Ensuite, 2 ml de NaCI à 10% a été 
ajouté pour arrêter la réaction suivi de 100 !JI du standard interne (Apo-8 '-carotenal à 
3,38 !Jg/ml d 'acétone) pour ajuster les pertes liées à la phase aqueuse non enlevée lors 
de l' extraction. L 'extrait était centrifugé à 5000 RPM pendant 2 minutes et la phase 
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aqueuse débarrassée. La phase organique était alors lavée à deux reprises avec 2 ml 
d ' une so lution de NaCl à 10% ensuite avec 1 ml d 'eau distillée plus 1 ml de d iéthyléther 
et enfi n évaporé à sec et redissous dans 0,5 ml de phase mobile. L'échantillon de 
pigments était ainsi prêt pour l' injec tion au HPLC. 
3.2.4 Analyse statistique 
Les données ont été tra itées par analyse de variance multiple (MANOV A) en utilisant le 
logiciel de sta tistique SPSS 15.0 pour Windows afin de déterminer les di fférences entre 
les classes de lipides (T AG, AMPL, PL) mais aussi entre les diffé rents ac ides gras 
(EPA, DHA, AA) et groupes d 'acides gras (Saturés, MUFA, PUFA) . Le test de T ukey a 
été utili sé pour déterminer le cas échéant, les différences significa tives spécifiques. Les 
variab les dépendantes étaient les grandes classes de lipides ou les di fférents acides gras 
et les fac teurs éta ient les tra itements subis dans les photobioréacteurs (normal ou à air-
li ft) et le temps de stress . Pour l' étude comparative des sites d 'expérimentation, le 
compte cellulaire a été utilisé comme variable dépendante alors que la lumière et le 
temps étaient les fac teurs. L 'astaxanthine a été analysée en utilisant une analyse de 
variance (ANOVA) où la variable dépendante était l ' astaxanthine et la lumière et le 
temps les fac teurs. 
3.3 Résultats 
3.3.1 Étude comparative de deux sites 
Deux expériences ont été menées dans la même période c'est-à-dire en mai-juin 2007 
dans deux zones géographiques distinctes (Grande-Rivière en Gaspésie et Pointe-au-
Père dans le Bas Saint-Laurent). La zone de Grande-Rivière était caractérisée par une 
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eau de type océanique avec une température au mois de juin 2007 comprise entre 7,5 et 
lOoe (Armexe 5) et des va leurs de salinité entre 31,6 et 3 1,9 %0 (Annexe 6) . L 'eau de 
Pointe-au-Père es t de type estuarien. Entre l' été et l' automne, elle comportait des 
va leurs moyelmes de température se situant entre 7 et l2°e (Annexe 7) a lors que la 
salinité moyelme durant cette période oscillait entre 25 et 31%0 (Réa l Fournier, corn. 
pers.). 
Les résul tats présentés dans les figures 3.7 et 3.8, montrent l'évo lution du compte 
cellulaire de Chaetoceros gracilis suite à un stress nutritionnel en silicate. À Grande-
Rivière, les comptes ont démarré à 4,6 millions de cellules/ml après le transfert dans les 
kwalls. Auparavant la concentration cellulaire dans les photobioréacteurs avait pu 
atteindre Il millions de cellules/ml mais les cultures ont été renouvelées au 2/3 en 
ra ison d 'une contamination par des protozoaires. Ainsi, les comptes cellulaires dans les 
kwalls avec lumière sont passés en moyenne de 4,6 à 5 millions de cellules/mI 18 h plus 
tard avant de redescendre jusqu 'à 4,3 millions de cellules/ml au bout de 24 h de stress 
de carence en silicates. En l'absence de lumière, les comptes cellulaires dans les kwall s 
ont d ' abord diminué de 4,6 millions de cellules/ml à 4,3 millions de cellul es/ml avant de 
remonter à 4,6 millions de cellules/ml après 24 h (Figure 3.7) . Le fac teur lumière n 'a 
pas eu d ' effet significati f sur la densité cellulaire dans les kwaLls (p > 0,05 ; df = l , F = 
0,045) ainsi que le facteur temps (p > 0,05 ; df = 2 ; F = 0,1 ; Annexe 8) . 
Dans la même période à la station aquacole de Pointe-au-Père, les cultures ont été 
transférées après avoir atteint une concentration moyenne de 7,9 millions de cellules/ml. 
Dans les kwaLls avec lumière, les comptes sont passés à 8,4 millions de cellules/ml 
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après 18 h avant d 'atteindre 8,6 millions de cellules/ml après 24 h. En l' absence de 
lumière l' augmentation de la concentration cellulaire a été plus lente pUisque les 
comptes sont passés à 8,2 millions de cellules/ml après 18 h où ils se sont stabilisés 
j usqu 'à la fin du stress nutritionnel (Figure 3.8). Le facteur lumière n'a pas eu d 'effet 
significatif sur la densité cellulaire des microalgues (p > 0,05, df = 1, F = 0,050) ainsi 
que le facteur temps (p > 0,05 ; df = 2 ; F = 0,94 ; Annexe 9). 
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3.3.2 Production d'astaxanthine à Pointe-au-Père 
Lors de l'expérience menée durant l'été 2007 et décrite précédemment, des analyses 
d 'astaxanthine ont été effectuées sur les cultures. Ce pigment se retrouve dans la classe 
des lipides polaires mobiles dans l'acétone (AMPL) . 
Les résultats (Figure 3.9) révèlent que la production d'astaxanthine lors du stress ne 
varie pas entre 0 et 18 h de carence à la silice avec une va leur moyenne de 0,21 mg/g 
MS (p > 0,05; df = 1 ; F = 0,002 ; Annexe 14) pour l'ensemble des traitements (lumière 
ou sans lumière). 
3.3.3 Enrichissement de deux espèces de diatomées 
À la station aquacole de Pointe-au-Père, des cultures en PEPPA SUIVies d 'un stress 
nutritionnel par une carence en silicates, ont été menées au cours de l'automne 2007. 
Deux espèces de diatomées ont été testées en duplicat dans des photobioréacteurs 
(PEPP A classiques et à air-lift pour Chaetoceros gracilis souche Chgra et PEPP A 
classiques seulement pour Thalassiosira pseudonana souche Actin) . Le système de 
culture à air-lift se caractérise par l'aménagement à l'intérieur du photobioréacteur, 
d'une colonne noire en plastique ABS appelée colonne à air-lift qui permet d'injecter de 
l'air comprimé dans le but de propulser le liquide tout au long des tubes du 
photobioréacteur et également d'injecter le gaz carbonique, élément indispensable à la 
photosynthèse. Ce système permet le passage régulier des microalgues dans un cycle de 
noirceur-lumière. 
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3.3.3.1 Grandes classes de lipides 
3.3.3.1.1 Effet du traitement 
Un montage à air-lift a été utilisé pour améliorer l'efficacité du système PEPPA 
classique pour Chaetoceros gracilis. Les résultats statistiques n ' ont montré aucune 
différence significative entre les deux traitements (p > 0,05 ; df = 1 ; Annexe 10) au 
niveau des classes de lipides. En conséquence, les résultats exprimés en % de lipides 
totaux (mg/g MS), sont représentés par la moyenne des deux traitements (Figure 3.9). 
3.3.3.1.2 Effet du temps 
L'évolution des grandes classes de lipides pour Chaetoceros gracilis (Figure 3.9) est 
marquée par des variations significatives des pourcentages moyens des T AG, des 
AMPL et des PL (p< 0,05 ; df = 8 ; Annexe 10). Les T AG ont connu une baisse de 
70,6% au jour ° à 19 % au jour 4 avant d 'augmenter lentement jusqu'à 30% au 10ème 
jour de stress (Figure 3.10). Quant aux AMPL, ils ont augmenté de 9,3% à 40,2% au 
Sème jour avant de se stabiliser à 32,8% au jour 10. Pour ce qui est des PL, leur 
proportion a triplé, passant de 19,7% au début du stress au pic de 59,6% au 9ème jour. 
Concernant Thalassiosira pseudonana, le temps n'a pas eu d 'effet significatif sur la 
proportion des grandes classes de lipides (p > 0,14 ; df = 7 ; Annexe Il ; Figure 3.10). 
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Figure 3. 10 : Évolution des grandes classes de lipides exprimées en % ± écar1s-types 
de Thalassiosira pseudo nana lors du stress nutritionne l 
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3.3.3.2 Acides gras 
Les résultats des profils en acides gras sont présentés en pourcentage moyen des 
principaux acides gras avec leurs écarts-types au début et à la fin du stress nutritionnel 
en silicates pour Chaetoceros gracilis et Thalassiosira pseudonana (Tableau 3.1) . Pour 
Chaetoceros gracilis , les profils en acides gras saturés ont subi des variations 
importantes qui se sont le plus manifestées par l'acide palmitique C16:0 qui est passé de 
45 ,9% au jour 0 à 16,7% au jour 10 soit une diminution d'environ :v.. La proportion du 
plus important des monoinsaturés, le C16:ln-7 a quasiment doublé en passant de 16,5 
au jour 0 à 31,4% à la fin su stress. Dans l 'ensemble, les PUFA ont plus que doublé 
puisque leur proportion est passée de 13,7 à 30,3%.Pour Thalassiosira pseudonana, 
aucune variation importante ne fut observée. 
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Ta bleau 3.1: Pourcentages moyens d'acides gras ± écarts-types pour ChaelOceros gracilis et 
Thalassiosira pseudonana avant et après le stress. 
Chaetoceros gracilis Thalassiosira pseudonana 
acides gras JourO Jour10 JourO Jour 9 
C12 :0 0,84±0,18 0,56±0,14 0,61 ± 0,03 1,02 ± 0,14 
C14:0 10,89±4,19 12 ± 0,79 9,97 ± 1,95 10,94 ± 3,63 
C15:0 1,04 ± 0,46 0,67 ± 0,07 1,1±0,14 1,3 ± 0,15 
C16 :0 45,86 ± 9,09 16,71 ± 0,84 20 ,54 ± 1,38 15,48 ± 3,11 
C17 :0 0,67± 0,45 0,33 ± 0,02 0,49 ± 0,03 0,76±0,1 
C18:0 2,35 ± 0,95 1,27 ± 0,08 1,26 ± 0,26 2.13 ± 0.44 
C20:0 0,89 ± 0,63 0,44 ± 0,03 0,65 ± 0,04 0,95 ± 1,18 
C22 :0 1,2 ± 0,85 0,64 ± 0,04 0,85 ± 0,09 1,17 ± 0,23 
C24:0 1,02 ± 0,65 0.93±0,14 1,06 ± 0,32 1,5 ± 0,24 
r saturés 64,8 33,6 36,5 35,3 
C16 :1n-7 16,51 ±6,46 31,39 ± 1,05 32,52 ± 10,03 21,96 ± 5,27 
C18 :1n-9 2,28 ± 0,37 2,71 ± 0,63 3,07 ± 0,21 6,04 ± 0,31 
C20 :1 0,72 ± 0,53 0,36 ± 0,02 0,55 ± 0,04 0,83 ± 0,16 
C22 :1 n-9 0,41 ±0,23 0,29 ± 0,01 0,5 ± 0,1 0,71± 0,12 
r MUFA 19,9 34,8 36,6 29,5 
C18:2n-6 1,05 ± 0,07 0,69 ± 0,1 1,09 ± 0,02 1,47±0,1 
C20:2 0,73±0,19 0,4 ± 0,02 0,63 ± 0,03 0,92 ± 0,19 
C18:3n-6 1,74±0,8 1.62 ± 0,16 0,54 ± 0,01 3,45 ± 0,55 
C20:3n-3 0.73 ± 0.33 0.38 ± 0,04 0,55 ± 0,03 0,81 ± 0,16 
C20 :3n-6 2,06 ± 0,32 0,28±0,12 0,56 ±O , 11 
C20:4n-6 2,52 ± 1,27 8,19 ± 0,46 0,75 ± 0,09 1 ,07± 0,06 
C20 :5n-3 3,91 ± 2,6 16,58±1 ,61 15,77± 2,55 16,6 ± 8,67 
C22 :6n-3 0,95±1 ,17 2,2 ± 0,33 5,72± 1,98 7,33 ± 3,87 
r PUFA 13,7 30,3 25,1 32,2 
Total 98,4 98,7 98,2 97 
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3.3.3.2.1 Effet détaillé du temps 
Pour Chaetoceros gracilis, les acides gras polyinsaturés essentiels EPA, DHA, AA ont 
connu des variations significatives au cours du temps (p = 0,028 ; df = 9 ; F = 2.44 ; 
AnJ1exe 12). La proportion d 'EPA a augmenté de manière progress ive avec le temps 
avant d 'a tteindre une valeur quadruplée en fin de stress (16,58%). La valeur du DHA a 
doublé en passant de 0,95% à 2,2% au jour 10. Quant à l' acide arachidonique, sa valeur 
a triplé, passant d 'environ 3% à plus de 8% (Figure 3.11). 
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Figure 3.1 1 : Évolution des principaux acides gras essentiels exprimés en % ± écarts-types 
de Chaetoceros gracilis lors du stress nutritionnel 
Comme mentionné précédemment, les proportions de PUF A et de MUF A ont connu 
une évolution à la hausse pendant que celles des acides gras saturés ont sensiblement 
chuté passant de 65 à 33% soit une diminution environ de moitié (Figure 3.12). 
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Figure 3. 12 : Évolution des ac ides gras saturés, mono insaturés et polyinsaturés 
exprimés en % ± écarts-types de Chaetoceros grad/is lors du stress nutritionnel 
Comme pour les grandes classes de lipides, la durée du stress nutritionnel en silicate 
n'a pas eu d ' effet sur les va leurs d 'acides gras pour Thalassiosira pseudonana 
(p > 0,05; df = 16 ; Annexe 13). Les figures 3.13 et 3.14 montrent le profil constant des 
acides gras principaux (EPA et DHA) et des groupes d 'ac ides gras saturés, 
mono insaturés et polyinsaturés. 
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Figure 3. 14 : Évolution des acides gras satu rés, monoinsaturés et polyinsaturés 
exprimés en % ± écarts- types de Thalassiosira pseudonana lors du stress nutriti onnel 
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3.4 Discussion 
3.4.1 Influence du site géographique 
L'analyse comparative des valeurs de concentrations cellulaires entre les deux sites de 
l' étude montre des valeurs plus élevées pour les cultures réa lisées au ni veau de Poi nte-
au-Père. Cela pourra it être lié à la contamination des cultures réalisées à Grande-Rivière 
par des protozoa ires. D 'autres facteurs non mesurés pourraient également être en cause. 
Toutefois, il est clair que l' utilisation du même matériel, des mêmes souches de 
microalgues ainsi que la mise en œuvre des manipulations dans les mêmes cond itions et 
au même moment, ne garantissent pas la stabilisation de la production et de la qualité 
des microa lgues. 
3.4.2 Production d ' astaxallthine 
L'astaxanthine appartient à la grande famille des caroténoïdes dont elle possède les 
puissantes propriétés antioxydantes. C'est une substance natu rellement présente dans les 
microalgues notamment chez Haematococcus pluvialis . Par le canal de la chaîne 
alimentaire, on la retrouve dans beaucoup d 'o rganismes marins comme les poissons 
(saumon, tru ite) , les crustacés (crevette, homard, crabes) et le krill. Plusieurs études ont 
révélé les vertus de l' astaxanthine en tant que puissant antioxydant (Di Mascio et a l, 
199 1), dans le sys tème immunitaire (Kurashige et a l, 1990 ; Bennedsen et al, 1999) 
mais aussi au niveau des fonctions visuelles (Tso et a l, 1996) et anticancéreuses 
(Tanaka et a l, 1994 ; Jyonuchi et al, 1994). L'accumulation d 'astaxanthine par l'algue 
verte Haematococcus jluvialis en réponse à certaines conditions extrêmes est bien 
connue (Harker et a l, 1996). La déficience en nutriments essentiels (N, P, Si) ainsi que 
certains fac teurs abiotiques tels que la lumière jouent un rô le prépondérant dans la 
caroténogénèse chez les algues. 
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Les résulta ts de notre étude montrent une valeur moyenne d 'astaxanthine pour 
Chaetoceros gracilis de 0,2 1 mg/g MS so it 6,3 ng/millions de cellules. Cette va leur n'a 
pas évo lué au bout de 18h de stress en silica te ce qui nous pern1et de déduire que le 
stress devrait être prolongé pour qu'il y ait une meilleure réponse. En outre, le stress 
pourrait ne pas avo ir d 'e ffet sur la capacité de la souche Chgra à produi re 
l 'astaxanthine. 
3.4.3 Stress nutritionnel 
Cette étude concerne deux diatomées centrales (Chaetoceros gracilis et Thalassiosira 
pseudonana) caractérisées par la présence d 'un frustule en silice qui joue un rô le 
primordia l dans la division cellulaire. Dans la nature, cette carapace siliceuse est 
synthé tisée par l'a lgue à partir de la silice naturelle. En conditions de culture, la silice 
doit être apportée par le milieu nutritionnel pour permettre à l 'algue unicellulaire de se 
reprodui re. Ainsi le principe de ce stress nutritionnel es t basé sur le retrait d 'un élément 
ayant une fonction vitale pour le développement du phytoplancton. Le bu t étant 
d 'allouer au développement cellulaire du végétal, les réserves énergétiques 
emmagasinées pour la reproduction (Taguchi et al. , 1987, Lombardi et Wangersky, 
199 1 ). 
Les dia tomées réagissent plus rapidement à une déficience en silicate qu ' à un autre 
nutriment du fait qu 'elles ne peuvent pas former de cellules filles sans apport de 
silicates (Shifrin and Chisholm, 198 1 ; Taguchi et al, 1987 ; Lombardi et Wangersky, 
199 1). En effet, les silicates sont apportés sous forme de métasilicate qui est hydro lysé 
en ac ide orthosilic ique Si(OH)4, et sont déposés sur le frustule de la diatomée sous 
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fonne de silice amorphe hydratée (Riemann et al, 1965). Si les diatomées ne so nt pas 
capables de fom1er un frustule, elles accumulent des lipides (Taguchi et al , 1987) . Les 
lipides accumulés par les microalgues sont sous fonne de triglycérides ou 
triacylglycérols (T AG) qui constituent à ce titre, un important signal biochimique de 
l 'occurrence d'un stress naturel ou artificiel. Ainsi, selon Lombardi et Wangersky 
(1991), les stress en phosphore, en silicium et en azote chez la diatomée Chaetoceros 
gracilis résultent en l'augmentation de la synthèse des TAG qui sont des composés de 
réserve. 
Dans cette étude, les diatomées testées (Chaetoceros gracilis souche Chgra et 
Thalassiosira pseudonana souche Actin) n 'ont pas réagi d 'emblée à la déficience 
nutritionnelle en silicates. Ainsi, les teneurs en TAG ont continué à baisser jusqu'au 
4ème jour de stress avant d'amorcer une montée jusqu 'à la fin de l'expérience. Cette 
latence dans la réaction au stress pourrait s'expliquer par le fait que les cellules de 
diatomées ont pu utiliser le peu de silicates qui restaient dans leur milieu de culture pour 
continuer de croître et utiliser les réserves énergétiques dont principalement les T AG. 
En effet, les études de Taguchi et al. (1987) ont montré que la prise de silicates par les 
cellules de diatomées s'était arrêtée lorsque la concentration de silicates dans le méd ium 
se situait entre 0,4 et 0,9 IJM. La montée des TAG à partir du 4ème jour pour Chgra et 
Sème jour pour Actin, coïncide avec la baisse des PL (Figure 3.10). Ceci pourrait 
s'expliquer par l'incorporation de certains acides gras notamment les polyinsaturés, 
dans les T AG. Ce qui peut être confinné par les résultats de Thonon et al. (2002) selon 
lesquels Thalassiosira pseudonana et Pavlova lutherii produisent l'EPA et le DHA 
qu 'elles incorporent dans les T AG durant la phase stationnaire. 
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La composition moyenne des acides gras durant le stress nutritionnel montre des 
pourcentages moyens en EPA de 15,8% au début et de 16,6% à la fin du stress pour 
Thalassiosira pseudonana. Zhukova (2004) a trouvé une valeur de 19,3% pour 
Thalassiosira pseudonana en phase stationnaire après une culture de 20 jours. La même 
tendance a été confinnée par Volkman et al. (1989) qui ont trouvé une valeur relati ve de 
19,3% pour une culture de Thalassiosira pseudonana récoltée en phase logarithmique. 
Quant à Chaetoceros gracilis, la proportion en EPA trouvée dans notre étude avant le 
stress a été de 3,9% alors que celle trouvée par Volkman et al. (1989) a été de 5,7% 
durant la phase de croissance logarithmique. Par ailleurs, les pourcentages moyens de 
DHA que nous avons obtenus avant le stress sont de 5,7% pour Thalassiosira 
pseudonana et de 0,9% pour Chaetoceros gracilis . Les valeurs trouvées par Volkman et 
al. (1989) sont respectivement de 3,9% et 0,4% en conditions de croissance 
logarithmique. Concernant les groupes d 'acides gras, les valeurs de notre étude pour 
Chaetoceros gracilis avant le stress étaient de 64,8% en saturés, 19,9% en 
monoinsaturés et de 13,7% en polyinsaturés. Ces résultats représentent le double de 
ceux mesurés pour la même espèce avec des taux de 26% de saturés, 35% de 
monoinsaturés et 38% de polyinsaturés (Seychelles et al., 2008). Volkman et a l. ( 1989) 
ont trouvé des valeurs similaires à celles de Seychelles et al. (2008) avec des taux de 
35,5% d 'acides gras saturés. Le profil atypique en acides gras saturés que nous avons 
mesuré, pourrait être lié aux conditions de culture. 
Quant à la composition en acides gras polyinsaturés, la comparaison de nos valeurs avec 
celles trouvées par Seychelles et al. (2008) sur les algues fraîches sortant des 
photobioréacteurs, montre que nos valeurs avant le stress sont moins élevées (14% 
contre 3,9% pour EPA, 2% contre 0,9% pour DHA et 9% contre 2,5% pour AA). 
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Cependant les proportions trouvées par Volkman et al. (1989) pour Chaetoceros 
graciUs sont beaucoup plus proches de nos valeurs avec 4,6% d 'EPA, 0,3% de DHA et 
4,5% d ' AA. Il ressort de ces comparaisons que nos valeurs d ' AA avant le stress 
nutritionnel sont faibles et cela pourrait être lié à la faible proportion de phospholipides 
qui était de l'ordre de 20% au début du stress nutritionnel. En effet, les phospholipides 
constituent une importante source en acide arachidonique (AA) et représentent environ 
40% des membranes cellulaires selon Hart et Conia (2000). Concemant Thalassiosira 
pseudonana, les valeurs de notre étude en EPA et en DHA sont respectivement de 
15,8% et 5,7%. Les valeurs trouvées par Zhukova (2004) sont assez proches des nôtres 
avec 19,3% pour l 'EPA et 2,2% pour le DHA. 
Du point de vue de l'enrichissement, Chaetoceros gracilis a mieux répondu que 
Thalassiosira pseudonana surtout au niveau des acides gras polyinsaturés. Cependant, 
même si les proportions de ce demier en PUFA (EPA, DHA, AA) ont légèrement 
augmenté au terme de l'expérience, d 'autres tests sont nécessaires pour mieux 
comprendre le comportement de cette espèce en conditions de carence nutritionnelle. 
Au vu des résultats de notre étude, on peut considérer que l'enrichissement en acides 
gras polyinsaturés des microalgues, notamment de Chaetoceros gracilis, a pem1is de 
ramener les teneurs en acides gras polyinsaturés à des valeurs normales comparées à la 
littérature. Cela est dû à un retard observé dans l'atteinte des concentrations nom1ales en 
acides gras polyinsaturés au niveau des photobioréacteurs, qui pourrait être imputable 
aux conditions de culture favorisant l'accumulation d'acides gras saturés. 
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4.1 Discussion générale 
Cette étude a permis d 'une part de suivre l'évolution de la composition lipidique des 
concentrés de micro algues durant le stockage et d 'autre part d 'évaluer l ' impact du stress 
nutritiormel en silicates sur le profil en acides gras polyinsaturés de deux espèces de 
diatomées . En effet, les microalgues qui constituent un élément maj eur de la nutrition 
dans l'élevage des bivalves et des larves de crustacés et de poissons, sont une excell ente 
source d 'acides gras polyinsaturés. Ces demiers ont été rapportés par plusieurs auteurs 
comme indispensables à la croissance et à la survie des larves de beaucoup 
d 'organismes marins (Langdon et Waldock, 1981 ; Whyte et al. 1990; Webb et Chu, 
1983) . Par ce fait leur présence, leur conservation ainsi que leur augmentation dans les 
cellules de microalgues ont été perçues comme fondamental es aux yeux des 
aquacuiteurs et de la recherche. Sous ce rapport, notre étude sur les concentrés a apporté 
une contribution à la solution des problèmes d 'approvisionnement en microa lgues de 
qualité aux écloseries. Ainsi les tâches multiples, délicates et fastidieuses liées à la 
culture des algues pourraient ê tre allégées voire disparaître et les aquaculteurs 
pourraient davantage se focaliser sur leurs activités d 'élevage. De plus, les concentrés 
de microalgues sont faciles à transporter, à manipuler et évitent aux exploitants de 
travailler avec d'importants volumes d'eau qui sont souvent source de contamination. 
C'est ainsi que Knuckey (1998) conclut que l'utilisation de concentrés de microalgues 
pourrait intensifier l 'élevage des espèces par la réduction de la dilution des bassins 
causée par l 'addition de grands volumes de cultures d ' algues fraîches. Du point de vue 
de la qualité, ces concentrés sont meilleurs que les pâtes d 'algues ou les concentrés 
produits par centrifugation. A cet effet, Knuckey (1998) a découvert que bon nombre 
d ' espèces de microalgues utilisées pour la nutrition en aquaculture, étaient détruites par 
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la centrifugation et que leur qualité s'altérait au cours du stockage. En outre, son étude a 
révélé que la pâte de Thalassiosira pseudonana constituait une noun-iture de qualité 
médiocre pour l' huître du Pacifique dont la croissance s'arrêtait au bout de 2 à 3 mois 
de test nutritionnel. Selon lui, les forces de cisaillement élevées lors de la centri fugation 
seraient la cause probable de la destruction des cellules qui se détérioraient durant le 
stockage libérant ainsi les composés organiques lors de la resuspension. Cependant, 
cette présente étude n'étant qu'un premier pas, il serait intéressant de tester ces 
concentrés sur différentes espèces de larves afin de valider leurs performances 
nutritionnelles. 
Concernant l'enrichissement des microalgues en acides gras polyinsaturés, il est établi 
que lorsque certaines microalgues sont astreintes à la privation d'éléments clés de leur 
nutrition (azote, phosphore, silicates), leurs réserves d 'énergie, qui sont sous fonne de 
triglycérides, augmentent (Dunstan et al., 1993 ; Thonon et al., 2002 ; Zhukova et al. , 
2004). Dans notre étude, les T AG ont d'abord baissé pendant les 5 premiers jours de 
l'enrichissement avant de commencer à augmenter. Cette tendance peut s' expliquer de 
deux manières, soit parce que les silicates n'étaient pas complètement consommés au 
moment du transfert dans les bassins kwalls, ce qui est peu probable puisque les 
comptes dans les photobioréacteurs semblaient plafonner. Soit aussi parce que les 
grands volumes des cultures (260 L par photobioréacteur) ralentissaient 
l 'enrichissement par l 'effet de la dilution. Ainsi, la reprise des TAG au 6ème jour laisse 
penser qu 'on pourrait atteindre les valeurs escomptées au bout de deux semaines au lieu 
de dix jours. Cependant, les proportions d'acides gras polyinsaturés ont plus que doublé 
dans l 'ensemble pour Chaetoceros graciUs avec notamment celle de l'EP A qui a 
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quadruplé au terme de la carence nutritionnell e en silicates. Thalassiosira pseudonana 
n 'a pas donné les résultats escomptés, ce qui pose la question sur le choix des espèces 
qui répondent le mieux à l' enrichissement. A ce propos, il serait aussi intéressant de 
tester d'autres d iatomées ou mêmes d 'autres espèces de microalgues appartenant à des 
classes comme les Prymnésiophyceae ou les Eustigmatophyceae qui sont largement 
utilisées dans les écloseries. L 'extraction de co-produits à haute va leur ajoutée comme 
l'astaxanthine s'est révélée faisable. A ce propos, Chgra a été tes té et une valeur de 0,2 1 
mg/g MS d 'astaxanthine a été trouvée. Cette valeur pourra it être améliorée en 
allongeant la durée du stress qui n 'était que de 18h. 
D 'une manière générale, l'enrichissement des microalgues en acides gras po lyi nsaturés 
peut être d' un apport considérable pour l 'aquaculture du fa it que l 'amélioration de la 
qualité nutritionnelle de celles-ci telle qu 'évoquée dans les chapitres précédents, a des 
effets posi tifs sur la qualité des œufs a insi que sur la cro issance et la survie larvai res. 
4.2 Conclusion générale 
Les lipides et plus particulièrement les ac ides gras polyi nsaturés qui sont connus pour 
leurs prop riétés nu tritionnelles essentielles pour les larves d ' organismes marins, 
proviennent des microalgues. Comme nourriture, les microa lgues sont généra lement 
présentées sous fo rme vivante ou en pâte. Beaucoup d 'études ont démontré la piètre 
qualité nutritionnelle des pâtes de microalgues pour beaucoup d 'espèces. En 
conséquence, les microalgues vivantes représentent la seule nourriture fiable pour le 
bon fo nctionnement des écloseries. Cependant, les coûts associés à la production algale, 
les risques de contamination de même que les variations temporelles de la quali té des 
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microa lgues sont autant de di ffi cultés qui entravent le développement des écloseries. 
Par conséquent, la solution viendrait vraisemblablement de la mI se en œ uvre de 
stlUctures centralisées de production de microa lgues dotées d ' une capacité de 
production suffisante et d 'une technologie appropriée qUI puissent garantir aux 
aquaculteurs, la disponibilité de microalgues fiables et de haute quali té nutritionnelle. 
Au regard de ce qui précède et en ra ison de la part importante de la nutri tion da ns les 
charges d 'exploitation d ' une écloserie, l' utilisation de microalgues riches en ac ides gras 
polyinsaturés qui améliorent la survie et la croissance des larves, pourra it constituer une 
alternative pour maintenir une production économiquement viable. 
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ANNEXES 
Annexe 1 : Manova des grandes classes de lipides pour le concentré de 
Nannochlorapsis acculala . 
Tests of Between-Subjects Effects 
'" __ ,v._."." __ ww_~, .",,_, 
98 
. Source Dependent Variable Mean Square : F ; Sig . . 
1 C orrected Model 
~ .... 
i Intercept 
! Traitement 
i Temps 
. Error 
Total 
Co rrected Total 
TAG 
ST 
· AM PL 
AMPL 
, ST 
' AMPL 
AM PL 
PL 
a R Squared = .570 (Adj usted R Squared = .089) 
5008.284 
10.809 
.8 15 
69.254 
120.655 
21211.483 
14.64 1 
63.32 1 
9. 128 
.469 
69.505 
159. 755 ; 
1.1 84 ; .366 
1.739 1. 128 i 
.000 1 
.770 ! 
.276 , 
.645 .745 : 
b R Sq uared = .660 (Adj ustcd R Squared = .28 1) 
cR Squared = .527 (AdJ usted R Squared = -.002) 
. d R Sq uared = .45 8 (Adj usted R Squared = -.148) 
Annexe 2: Manova des acides gras pour le concentré de Nannochloropsis occu/ata 
General Linear Model 
Multivariale Tests(c) 
.. _._ .... _ .... -
Wilks' Lambda 
i Intercept 
Hotellin g's Trace 
#-" -
Roy's Largest Root 
.... _ ..... + ..... 
Pillai's Trace 
Wilks' Lambda 
i traitement 
temps 
Pillai's Trace 27.000 
Lambda 27 .000 
i traitement * temps :...._.~ .............. _._._-.... _+._._+. __ ._-_._.--i" .. _ .. ---·_----_·_f-----·----r-·--' 
Hotelling's Trace 27.000 
------r---;-··-----,..-·-------
Roy's Largest Root .950(b) 9.000 
b The statist ic is an upper bound on F that yields a lower bound on the significance level. 
c Design: 1 ntercept+ traitement+temps+traitement * temps 
99 
100 
Tests of Between-Subjects Effects 
,. 
Source Dependent Variable 
_ ..- ... __ . -.----i----~. 
TAA 
.......... _._ ..•.. _ ........ _ •. _ ....... _ .• _ .. , .... _ .. ''' ' -' .. _ .. 
Corrected Model 1 T EPA 
In tercept 
traitement 
f-~······-··_-,··_· ·····~··· 
. temps 
, traite ment * tem ps 
! 
Error 
, 
Total 
Corrected Total 
... _-_ .... _ ... _-_ .. . ....... .......... . ; 
,TDHA 
TAA 
T EPA 
T AA 
:TEPA 
' T EPA 
TDHA 
,TAA 
T EPA 
.TDHA 
.... - ...... . 
a R Squared = .50 1 (Adj usted R Squared = -.025) 
r' ........... ... ..... ............... . 
, b R Squared = .507 (Adjustcd R Squared = ·.0 14) 
cR Squared = .7 10 (Adjusted R Squared = .404) 
._._, .• _--, .... 
F Sig. 
---+--'-._--- -_ ..... 
1.537 
8.604 1156.861 .000 , 
.022 
.001 
.006 
.000 .252 1.622 ' 
1.636 38 
9.159 38 
.147 38 
.047 37 
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Annexe 3 : Manova des grandes classes de lipides pour les concentrés de T-iso , Mono et 
du mix (T-iso, Mono, Nanna) . 
General Linear Model (T-iso) 
Tests of Between-Subjects Effects 
Source F Sig. 
20.347 1.953 .169 
.054 .889 .560 
%M AMPL 670.769(c) 83.846 93 
,u'~ _____ ~,, ____ y __ 
%MPL 250.00 1(d) 8 3 1.250 
"'-'--'-"""-""~-0--""""-"-'-"""---'--"-"---'-; .. --.-'.,,-.---------- _o. _. _____ . __ , ..,~ .~_,~, 
% MTAC 1630.902 1630.902 
""",.".,",; ." ..•.. " ..... ,,, .. ,,+,.,,., 
%MST .114 . 114 
Intercept 
8106.959 8106.959 
54934.690 41 20.192 .000 
jour 
%MTAC 
%MST 
%M AMPL 
% MPL 250.001 8 
%M TAC 93.752 
Error 
Total 
Corrected Tota l 
%MST 
%M AMPL 
% MPL 
%MTAC 
%MST 
%M AMPL 
%MPL 
a R Squared = .635 (Adjusted R Squared = .310) 
b R Squared = ,442 (Adjusted R Squared = -.055) 
.543 
i + ' .. ,,,,-, 
297.212 
20.347 
.054 
83.846 
31.250 
General Linear Model (Mono) 
Tests of Between-Subjects Effects 
. --.-----r---------------.. -.--
Source 
Corrected Model 
Intercept 
,jour 
%MAMPL 
%MPL 
%MTAG 1777.411 
---- ---------+---_ .. ~.-- .. _ ..... _---------
% MST 
%MTAG 
% MST 
%MAMPL 
3825.784 
8486.248 
15501.573 
373.266 
371.743 
122.726 
8 
8 
8 46.468 
8 15.34 1 
-- ............ i---············· ·····--··· ------.--+ -i - ............ -
%MPL 5662.140 8 707.768 
27.430 
%M AMPL 
%MPL 3797_8 
%MTAG 2397.5 
%MST 
Total 
%M AMPL 
%M PL 
%MTAG 
%MST 
, Corrected Tota l 
%M AMPL 
%MPL 
a R Squared = .602 (Adjusted R Squared = .248) 
bR Squared = .628 (Adjusted R Squared = .297) 
cR Squared = .158 (Adjusted R Squared = -.590) 
d R Squared = _599 (Adjusted R Squared = .242) 
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General Linear Model (Mix) 
Tests of Between-Subjects Effects 
Source 1 Dependent Variable Type III Sum of Squares df 
, Cor rected Model 
! Intercept 
;jour 
i Error 
, Total 
, Corrected Total 
% MST 
% M AMPL 
% M PL 
%MTAG 
% MPL 
% MTAG 
%MST 
% M AMPL 
% M PL 
PL 
...•........• _ •....•. 
a R Squared = .706 (Adjusted R Squared = .444) 
bR Squared = .380 (Adjusted R Squared = -.171) 
cR Squared = .652 (Adjusted R Squared = .342) 
= .336 (Adjusted R Squared = -.254) 
1350.666(a) ! 
14.845(b) 
984.504(c) 
2 1 82.941 (d) 8 
16862.903 
278.357 
5261.788 
Sig. 
168.833 2.700 ! .080 
1.856 i .690 .694 
16862.903 
278.357 
5261.788 
2. 107 .144 
. ....•.... , 
.569 i 780 
.780 
(' 
Annexe 4 : MANO V A des acides gras pour le concentré de T -iso 
GET DATA / TYPE=XLS 
/ FILE='C: \ Users \ Ta Aida DIOUF\Desktop\AG_Tiso.xls' 
/SHEET=name ' Feuill' 
/C ELLRANGE=full 
/READNAMES =on 
/ASSUMEDSTRWIDTH=32767. 
DATAS ET NAME DataSetl WINDOW=FRONT. 
GLM 
AA EPA DHA saturés MUFA PUFA BY temps 
/METHOD = SSTYPE(3) 
/ INTERCEPT = INCLUDE 
/ POSTHOC = temps ( TUKEY 
/ EMMEANS = TABLES (temps) 
/PRINT = DESCRI PTIVE HOMOGENEITY 
/C RITERIA = ALPHA( .05) 
/ DESIGN = temps . 
General Linear Model 
M ul tivariatc Tests(c) 
Effec t Value F Hypothesis df 
lntercept Pi llai's Trace 
1,000 2728 ,142a 6,000 
Wilks' Lambda 
,000 2728 ,142a 6,000 
Hotelli ng's Trace 
4092,2 13 2728 , 142a 
6,000 
Roy's Largest Root 
4092 ,2 13 2728 ,142a 6,000 
temps Pi llai's Trace 
3,759 1,886 48,000 
Wilks' Lambda 
,000 2,2 18 48,000 
Hotelling's Trace 
33,797 1,643 48,000 
Roy's Largest Root 
20,053 22,560b 8,000 
a Exact statisti c 
b The stati stic is an upper bound on F that yields a lower bound on the significance level. 
c Design: Intercept+temps 
104 
Error df Sig. 
4 ,000 ,000 
4,000 ,000 
4,000 ,000 
4,000 ,000 
54 ,000 ,0 12 
23,744 ,0 19 
14 ,000 , 156 
9,000 ,000 
Tests of Between-Subjects Effects 
Type III Sum 
Source Dependent Variab le of Squares 
Correeted Model %AA , 122(a) 
%EPA 1,960(b) 
% DHA 58,0 10(e) 
% sa turés 266, 577(d) 
% MUFA 32,469(e) 
% PUFA 12 1,254(f) 
Intereept %AA 5,5 15 
%EPA 2 1,893 
%DHA 2872 ,568 
% saturés 20657,390 
% MUFA 3497,366 
% PUFA 13306,93 1 
temps %AA , 122 
%EPA 1,960 
%DHA 58,010 
% sa turés 266,577 
% MUFA 32,469 
% PUFA 12 1,254 
Error %AA , 187 
%EPA ,229 
%DHA 14,262 
% saturés 148,224 
% MUFA 10,361 
% PUFA 128,937 
Total % AA 5,824 
%EPA 24,082 
% DHA 2944,840 
% salurés 2 1072,192 
% MUFA 3540,196 
% PUFA 13557, 122 
Correeled Tolal % AA ,3 09 
% EPA 
% DHA 
% salurés 
%MUFA 
% PUFA 
a R Squared = ,396 (Adjusted R Squared = -, 142) 
b R Squared = ,895 (Adj usted R Squared = ,802) 
e R Squared = ,803 (Adjusted R Squared = ,627) 
d R Squared = ,643 (Adjusted R Squared = ,325) 
e R Squared = ,758 (Adjusted R Squared = ,543) 
f R Squared = ,485 (Adjusted R Squared = ,027) 
2, 189 
72,272 
4 14,80 1 
42,829 
250, 191 
df Mean Sq uare 
8 ,0 15 
8 ,245 
8 7,25 1 
8 33,322 
8 4,059 
8 15 , 157 
1 5,5 15 
1 2 1,893 
1 2872, 568 
1 20657,390 
1 3497,366 
1 13306 ,93 1 
8 ,0 15 
8 ,245 
8 7,25 1 
8 33 ,322 
8 4 ,059 
8 15, 157 
9 ,02 1 
9 ,025 
9 1,585 
9 16,469 
9 1, 15 1 
9 14 ,326 
18 
18 
18 
18 
18 
18 
17 
17 
17 
17 
17 
17 
105 
F Sig. 
,736 ,662 
9,622 ,00 1 
4 ,576 ,0 18 
2,023 , 157 
3,526 ,039 
1,058 ,463 
265,755 ,000 
859,955 ,000 
18 12,734 ,000 
1254,296 ,000 
3038 ,046 ,000 
928 ,843 ,000 
,736 ,662 
9,622 ,00 1 
4 ,576 ,01 8 
2,023 , 157 
3,526 ,039 
1,058 ,463 
Annexe 5 : Profi le de température (oC) à Grande-Rivière durant l' été 2007 à la profondeur de 7 m (source : www.osl.gc.ca) 
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Annexe 6 : Profile de salinité (S%o) à Grande-Rivière durant l'été 2007 à la profondeur de 7 m (source: www.osl.gc .ca) . 
32 .6 
32.4 
( 
32 .0 r (~ 
31.8 r W 
32 .2 
( t'\ I~r ~~~~w .1 J ~W ~ 
~, ~~ 
'it '~ 
21 Jun 28 Jun 5 Jul 12 ... lul 19 Jul 26 ... lul 2 Aug 9 Aug 16 Aug 23 AlJ9 3 0 AlJ9 
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Annexe 7 : Profi le de température pour Rimouski durant l'été et l' automne 2007 à la profondeur de 14 m (source: www.osl. gc.ca). 
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Annexe 8: ANOVA compte cellula ire Grande Rivière 
UNTANOV.~. 
comptel06cml g ":{ traitement temps h 
/ IvlETHOD = SSTYPE (3) 
/ INTERCEPT = INCLUDE 
/ 'POSTHOC = traitement t .empsh ( TUKEY 
/ PRINT = DESCRIPTI VE Hor·'IOG ENEITY 
/ CRITERI A = ll.LPRi\ ( . 0 5 ) 
/'DES IGN = traitement tempsh trai tement. * tempsh 
Univariate Analysis of Variance 
Between-Subjects Factors 
tr;1item ent avec lumière 
sans lumière 
temps (h) 0 
18 
24 
N 
9 
9 
(.) 
6 
E' - ) 
Descriptive Statistics 
Dependent Variable: cmnpte 1 O/\6G/ml 
temps (Ii ) ~; l eéHl Std. 
avec lumière 0 4.607 
18 4.992 
24 4.307 
Total 4.635 
sans lumière 0 4.682 
18 4.332 
24 4.G71 
Total 4.561 
Total 0 4.t344 
18 4.t362 
24 4.489 
Total 4.598 
Devi8tion N 
.55G9 
1.3672 
.31136 
.8 11 3 
.7648 
,3165 
.5496 
.5258 
,5997 
.9583 
.4479 
.6643 
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r, 
.) 
r, 
. ) .. 
.) 
9 
3 
r, 
.... )
,... 
,) 
9 
6 
6 
6 
18 
Tests of Between-Subjects Effects 
Dependent Va ri êlble: compte 1 o "Gciml 
Type III Sum 
Source of Squêl res clf Mean S('lWre 
Corrected ~.,:lode l 
.959" 5 .194 
Intercept 380.587 1 380.587 
trZl item ent .024 1 .024 
ternpsh 
.109 2 .054 
tmitement • tempsh ,836 2 .41 8 
Error 6.533 12 .544 
Totêl l 388.089 18 
Corrected Total 7.502 17 
a. R Sqllared = .129 (AdJusted R Sq llared = - .234) 
11 0 
F Siq 
.356 869 
699.039 000 
.045 .836 
100 .906 
.7Ei ? .486 
11 1 
Annexe 9: ANOV A compte cellulaire Chgra Po inte-au-Père 
GET DATA !TYPE ~XLS 
/ F ILE~'C: \ Document s and Settings \DIAD IE DI OUF\ l"les docume nts\compte cel l u'+ 
' l aire PAP.x l s ' 
/SHEET~name 'Feuill' 
/C8LLRAl'-TGE~ful l 
/ READNANES~ on 
/ASSUI'1EDSTRiüDTH~32767 . 
DATA_SET NAI'lE Da taSe tl ''1INDm·i ~ FRONT. 
UNIANOV.LI. 
comptel06cml BY tra i tement tempsh 
/ HETHOD ~ SSTYPE( 3) 
/ INTERCEPT ~ INCLUDE 
! POSTHOC ~ traitement tempsh ( TUKEY 
! PRINT ~ DESCRIPTIVE HOI\10GENEITY 
/ CRITERIA ~ ALPHl>. ( . 05) 
/ DESIGN ~ t r a i terne nt tempsh t. r a i t.ernent. * t. empE;h 
Univariate Analysis of Variance 
Betwee n-Subj ect s Factors 
N 
tréli tement élvec lumière 9 
sans lumière 9 
temps (h) 0 6 
'18 G 
24 
El 
Descriptive Stati stics 
Dependent Vél ri élble: compte 10"'Gc:irn l 
traitern ent temps (h ) rl/lean Std . Devi8tion 
avec lumière 0 7.9 17 1.9939 
18 8.383 2.254 1 
24 8 h or, . ....... ·Ch,j 2.1554 
Total 8.294 1.8744 
sans lumière 0 7.8 17 1.9902 
18 8. 183 2. 1073 
24 8.2 17 2.1 46 1 
Total 8.072 1.8 135 
Totél l 0 7.867 1.7826 
18 8.283 1.9547 
24 8.400 1.9342 
Tota l 8. 183 1.7928 
Tests of Between-Sub jects Effects 
Of;penclent V<lriable:. compte 10"6c:/rn l 
Type III Sum 
Source of Squares clf Mean Sq uare 
Correcled Ivlodel 1.220" 5 .244 
Intercept 1205.405 1 1205.405 
traitement .222 1 .222 
tempsh . ~Î4 3 2 .472 
tra ilf;ment ' teillpsh .054 2 .027 
Error 53.420 12 4.452 
Total 1260.045 18 
Correcled Total 54.640 17 
a R Sq ll8recl = .022 (AdJusteci R Squa recl = -.385) 
11 2 
N 
~I 
..) 
3 
~I 
..) 
9 
rJ 
'-' 
~, 
..) 
.,., 
..) 
9 
El 
6 
6 
18 
F Siq. 
.055 .998 
270.776 .000 
.050 . 827 
.10G .900 
.006 .994 
Annexe 10: Manova des grandes classes de lipides pour Chgra . 
Traitement 
General Linear Model 
[DataSetl) 
Warn ings 
Post hoc tests are not performed for trai tement becèluse there are fewer tllan tllree 
Qrou )5 . 
Between-S lIbjects Factors 
N 
tr,lItel11ent alrlln 9 
norm al 9 
Box's Test o f Eqllali ty of Covariance Matrices· 
Box's ~,I 1.954 
F .258 
dfl 5 
df2 1854 .792 
Sig. .956 
11 3 
Tes1:3 the nul l hypothesls 1I1<1 t thEl obselved covariance matrices of the dependent v<J ri <J bles are eq ual across groups. 
a. Design : Intercept+tmitement 
Mult ivariate Te stsb 
Effect V", lue F HVPOtl18Sis df Errordf Siq. 
Intercep t Pilla i's Trace 1.000 138665 .77" 3.000 14 .000 .000 
\;Vilks' Lambela .000 138665 .77'" 3.000 14 .000 .000 
HOlelling's Trace 29714.093 138665.77" 3.000 14 .000 .000 
Roy's Largest Rool 29714 .093 138665.77" 3.000 14.000 .000 
traitement Pill8Ïs Trace .18!) 1.09 13 3.000 14 .000 .385 
Wilks' Lambda .8 11 1.091'" 3.000 14 .000 .385 
Hotell ing's Trace .234 1 09 13 3.000 14 .000 .385 
Roy's LargElst Root .234 1.09 1" 3.000 14.000 .385 
8 . Exacl statlstlc 
b . Desi!Jn : Intercept+lrai tement 
Levene's Test of Eqllality of Error Variances" 
F dft clf2 SiC! . 
%rvl TAC, .400 t 16 .536 
% M pJ,IPL 
.729 1 16 .4013 
%~vt PL 1.2 76 1 16 .275 
Tests tlle Ilull hypothesis thnt tlle errar va nance of tll e dependent va riable is equ81 across Ç/roups. 
a . Design: Interœ pt+trnitement 
Test s of BQtwQe n- SlIbjects Effect s 
Type 111 SUIll 
Source Dependent Variabl e of Squares df Meall Sauare 
Corrected r"lodel ';'~ ~~'I T AG 68 075"1 1 68.075 
%MM.-1PL 2 13.804" 1 2 13.804 
% tA PL 40.662" 1 40 .662 
Intercept %t.;1 TAG 19779.459 1 1 D779.459 
%MAf'.:lPL 10841.985 1 10841 .986 
F 
.19a 
1.820 
.171 
57 .598 
92.270 
% t·;1 PL 30776.0903 1 30776 096 129. 104 
traitem èllt ':;.M TAG 68.075 1 58. 075 .198 
% MAMPL 213.804 1 21 3.804 1.820 
% t·;1 PL 40.662 1 40.662 171 
Error % MTAG 54fl4.476 tG 343.405 
':YoM Af .. J1PL 1880.047 16 117.503 
%/,:1 PL 38 14.106 16 238.382 
Total %M TAG 25342 .011 18 
%M A r',APL 12935.836 18 
% /..1 PL 34630.854 18 
Corrected Total %MTAG 5552.552 17 
% M Af'.,lPL 2093.851 17 
% M PL 3854.768 17 
a . R Squared = .O lL (AdJusted R $qumed - -.049) 
b . R Squ zlred = .102 (Ac1J uSt8d R Squarecl = .046) 
c. R Sq u8r" cI = .0 11 (Aéljusted R Squme,i = -.(51) 
114 
Siq 
.662 
.196 
.685 
000 
.ÜOO 
.000 
.662 
196 
.685 
11 5 
Temps 
General Linear Model 
Between-Subject.s Factors 
N 
temps 0 2 
(j) 1 2 
2 2 
3 2 
4 2 
5 2 
7 2 
C' 2 
" 
10 2 
Multivariate TestsC 
Effect Value F HY'JOthesi'5 clf Error df Siq. 
Intercept Pill aÎ s Tr8ce 1.000 70485 1.57" 3.000 1.000 .000 
Wilks' Lambda .000 70485 1.57a 3. 000 7.000 .000 
Hotelling's Trace 302079.25 70485 1.57" 3.000 7.000 .000 
Roy's Largest Root 302079.25 70485 1.57'" 3.000 7.000 .000 
tempsj Pil lai's Trace 2. 11 5 2.690 24.000 27.000 .!J07 
I/Vil ks' Lambda 
.002 6.696 24.000 20.903 .000 
Hotell ing's Trace 45.463 10.734 24.000 17.000 .000 
Roy's Largest Root 34.814 39. 166b 8.000 9.000 .000 
a. EXJct statlstlc 
b. The stJtistic is an upper bound on F th<1t yields <1 lower bound on the signific8nce leveL 
c. Design: Intercept+telllj)sj 
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Tests of B etween-Subjects Effect s 
Type III SUI1l 
SOll rce Dependent Variable of Squares df Mean ~u 'lre F Siq 
Corrected Madel %1··,1TAG 5223.188" 8 652.890 17.3-15 .000 
%IIAAMPL 1576.4681> 8 197 .058 3.428 .042 
%1',,1 PL 286 1.684c 8 357.7 10 3. 242 .049 
Intercept %M TAG 19779.459 1 19779.4.59 524 .55G .OO'J 
%M A 1',,1 PL 1084 1.986 1 10841 .986 188. 599 .000 
%M PL 30776.096 1 30776.096 278.914 OO\) 
tel11psj %M TAG 5223.188 8 6::>2 899 17.3 b 000 
% MAf'.,1PL 15764 68 8 197.058 3.428 .042 
%M PL 286 1.684 8 357.7 10 3. 242 049 
Error %M TAG 339. 364 9 37.707 
%MAMPL 5 17.383 9 57.487 
%1', .. 1 PL 993.084 9 11 0.343 
Total %MTAG 25342 .011 t 8 
%MAMPL 12935.836 18 
%M PL 34630.864 18 
Corrected Tota l % MTAG 5562.::>52 17 
% MAMPL 2093.85 1 17 
% M PL 3854.768 17 
, 
. - -a. R Sq ual ed - .939 (AdJu~ t ed R Sq u,lI ecl - .885) 
b. R Squared = .753 (Adjusted R Sq llared = .533) 
c. R Squa red = .742 (Adjusted R Sq llared = .513j 
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Annexe Il : Manova des grandes classes de lipides pour Actin. 
Between-Sub ject s Factors 
N 
temps li 2 
(jl 1 2 
2 2 
3 2 
5 2 
G 2 
7 2 
9 2 
Multivar iate TestsC 
Erfeet Va lue F Hvpothesis df Error df Siq 
Intercept PiIl8i'S Trace 1.000 17940.64W' 3.000 6.000 .000 
VVilks' Lambda .000 1 7~)40 . 648a 3.000 6. 000 .000 
Hotelling's Trace 8970.324 17940.648" 3.000 6.000 .000 
Ro;!'s Largest Roat S970.324 17940.648" 3.000 6.000 .000 
tempsj Pilla i's Trace 1.729 1. 555 2 1.000 24.000 .14 1> 
Wilks' LDl1lbdD .05 1 1.536 2 1.000 17 .77SI .182 
Hotelling's Tr8(:e 6.184 1.374 2 1.000 14.000 .274 
Roy's Largest Root 4.017 4 .591b 7.000 8.000 .024 
a. Ex:act statlstlc 
b. The statistic is an upper bound on F th8t )/ields J lo\>ver bOLind on the signifiea nce level. 
c. Design: Intercept+tempsj 
Test s of Between-Subjects E ffect s 
Type III SUI1l 
Source Dependent Variable of Squares df Mean Scuélre F Siq 
Corrected f·, .. lodel % f, .. 'TAG 577.540" 7 82.5013 2.2,36 .137 
%1\1 AMPL 859.42 1 b 7 122 .774 .759 .035 
'M·A PL 1689. 141 " 7 241 .306 1.005 .491 
Interc:epl %1"" TAG 1890. 115 1 1890. 11 5 51 .912 .000 
%MAJ\·IPL 189(;8.99 1 1 18968.99 1 11 7.322 .0(10 
%1'·.-1 PL 46863.535 1 46863.535 195.2ÔG .OOÜ 
tempsj %t·.-1TAG 577.540 7 82.500 2.266 .137 
%MAMPL 859.42 1 7 122.774 .759 .635 
'7, 1·...1 PL 1689. 141 7 241 .306 1005 491 
Error %t·,·1TAG 29 1.278 8 36.41 0 
%f\.·' AMPL 1293.461 8 161683 
%M PL 19 19.988 8 239.999 
Total %MTAG 2758.933 16 
%1·· .. IAI"lPL 2 11 2 1.874 Hi 
%M PL 50472.653 16 
Corrected Total %MTAG 868.818 15 
%1\-1 M ·,'PL 2152.883 15 
%M PL 3609. 129 15 
, 
a. R SqLwred = .665 (Adlusted R Sq uared = .:>71,1 
b. R Squared = .399 (Adjusted R SqLwred = -.127) 
c. R Squa red = .468 (Adjusted R SqLJ8red = .003) 
Multivariate Tests 
Value F Hvpothesis df Error df 
Pillaïs trace 1.729 1.555 21.000 24.000 
W ilks' 1<l ll1bd,l .051 1.536 21.000 17.779 
Hotellinç!,s trace 6. 184 1.374 21.000 14.000 
Roy's la rgest root 4.017 4.59 1" 7.000 8.000 
E8eh F tests the multlvan8te effeet of temps ()). These tests are based on the Ilne"lrly 
independent p<li rw ise comparisons all10nq the estinwted m~Hqin al ll1 f.:ans. 
Sig. 
.148 
.182 
.274 
.024 
D. The sta tistic is <l n upper bound on F tha t yie lds a lower bound on the signifi ca nce lev;:,1 
Univariate Tests 
Sum of 
11 8 
Dependent Variable Squmes df J'..1ean Squme F Si(~ . 
%r.-I TAG Contrast 577.540 7 82.506 2.266 
Enor 29 1.278 8 36.41 0 
% r,/I Atvl P L Contrast 859.421 7 122.774 .759 
En'or 1293. 46 1 8 161.683 
'YoM PL Contrast 1689. 14 1 7 24 1.306 1.005 
E rl'Or 1Sl 19.988 8 239.999 
The F tests the effee! of temps UJ. ThiS test 15 based on the Itnearl y Int.lependent péllr\oVlse cornpari SOlb 
all10ng the estimated niarginalill ea ns. 
.137 
635 
.491 
Armexe 12 : Manova des acides gras pour Chgra. 
GLN 
AA EPA DH.~. BY t emp s 
! METHOD - SSTYPE (3 j 
!INTERCEPT ~ INCLUDE 
! E~lME.~.N S ~ Tll.BLES ( t e mps) 
! PRINT ~ DESCRIPTIVE HO~'IOGENElTY 
ICR ITER IA ~ ."-LPHJl.( .05) 
! DES I GN ~ t emps . 
General Linear Model 
[Da t a Setl] 
Between- SlIbject s Factors 
N 
tE: mps 0 4 
2 4 
5 4 
10 4 
Box's Test o f Eq uality o f Covariance Mat rices· 
Box's M 87.658 
F 2 .499 
df1 18 
clf2 508.859 
Sig. .0 0 1 
11 9 
Tests the null hypothE:s lS that the observed Govariflnce matrices of the dependent vari fl bles m e "qu,II fleross groups. 
8. Design : Intercept+temps 
Eff"ct 
Intercepl Pillai's Trnce 
tem ps 
'.\-'tlks· Lambda 
Hûtelling's Trace 
Roy's Lm~est Root 
Pill ai's Trace 
\·\ft lks· Lambda 
Hûtelling's Trace 
Roy's L8rg est Root 
a. Exact stoll stlc 
Multivariate Test sC 
\j;:=lIUê F 
.870 22 .324" 
.130 22.324a 
6.697 22.324 iJ 
6.697 22.324'] 
1 137 2.439 
.158 3. 086 
3.475 3. 346 
2.823 11.292L 
HV')othesis df Errordf 
3.000 10.000 
3. 0C0 10.000 
3.000 10.000 
3. 0CO 10.(,,0,' 
9. (100 35.000 
9.000 24.488 
9.000 2G.OOO 
3.0C0 12.000 
b. The sta tistic is an upper bounc! (,n F that yie lds a lower bound on the signific.., nce level. 
c. Design: Intercept+temps 
Levene's Test of Eqll ality of Error Variances· 
F df! df2 SiC) . 
%AA 32.279 3 12 000 
%EPA 36.4 28 3 12 .000 
% DHA 4 .188 3 12 .030 
-Tests the nul! hypothesis that the errOI varwnc", ûf the dependent variable is equal across groups. 
a . Design: Intercept+temp s 
Siq 
.000 
.000 
00·) 
.000 
.028 
,0 '13 
.008 
.001 
Tests of Between-Subjects Effects 
Type III Sum 
Source Dependent Variable of Squares 
Corrected Model %AA 50,187(a) 
%EPA 277,996(b) 
% DHA 8,519(c) 
% sa turés 191 8, 195(d) 
% MUFA 607,753(e) 
% PUFA 574,710(f) 
Intercept %AA 441,090 
%EPA 1463,591 
% DHA 66,861 
% saturés 38084,007 
% MUFA 9947,332 
% PUFA 7533,082 
temps %AA 50,187 
%EPA 277,996 
% DHA 8,519 
% saturés 1918,195 
% MUFA 607,753 
% PUFA 574,710 
Error %AA 175,275 
%EPA 558,474 
% DHA 13,443 
% saturés 3090,215 
% MUFA 2137,963 
% PUFA 735,208 
Tota l %AA 666,552 
%EPA 2300,062 
% DHA 88,822 
% saturés 43092,417 
% MUFA 12693,049 
% PUFA 8843,001 
Corrected Total %AA 225,462 
%EPA 836,471 
% DHA 21 ,961 
% saturés 5008,410 
% MUFA 2745,717 
% PUFA 1309,919 
a R Squared = ,223 (AdJusted R Squared = ,028) 
b R Squared = ,332 (Adjusted R Squared = ,165) 
c R Squared = ,388 (Adjusted R Squared = ,235) 
d R Squared = ,383 (Adjusted R Squared = ,229) 
e R Squared = ,221 (Adjusted R Squared = ,027) 
f R Squared = ,439 (Adjusted R Squared = ,298) 
df Mean Sguare 
3 16,729 
3 92,665 
3 2,840 
3 639,398 
3 202,584 
3 191 ,570 
1 441 ,090 
1 1463,591 
1 66,861 
1 38084,007 
1 9947,332 
1 7533,082 
3 16,729 
3 92,665 
3 2,840 
3 639,398 
3 202,584 
3 191,570 
12 14,606 
12 46,540 
12 1,120 
12 257,518 
12 178, 164 
12 61,267 
16 
16 
16 
16 
16 
16 
15 
15 
15 
15 
15 
15 
120 
F Si.9.. 
1,145 ,370 
1,991 ,169 
2,535 ,106 
2,483 ,111 
1,137 ,373 
3, 127 ,066 
30, 199 ,000 
31, 448 ,000 
59,686 ,000 
147,889 ,000 
55,833 ,000 
122,954 ,000 
1,145 ,370 
1,991 ,169 
2,535 ,106 
2,483 ,1 11 
1,137 ,373 
3,127 ,066 
Annexe 13 : Manova des acides gras pour Actin. 
GLM 
AA EPA DHA saturés MUFA PUFA BY temps 
IMETHOD = SSTYPE (2) 
IINTERCEPT = INCLUDE 
IPOSTHOC = temps (TUK.EY) 
IEMMEANS = TABLES (temps) COMPARE ADJ (LSD) 
IPRlNT = HOMOGENEITY 
IPLOT = RESIDUALS 
ICRITERlA = ALPHA (.05) 
IDESIGN = temps. 
General Linear Model 
Between-Subject s Factors 
N 
temps 0 2 
3 2 
5 2 
7 2 
9 2 
Multivariate TestsC 
Effeet Va lue F HY')othesis df 
Intercep! Pill ai'" Tr<1ce 1000 306766.64" 5.000 
Wilks' UHllbda .000 306766.64C1 5.000 
Hotelling's Tr<1ce 1533833.2 306766 .64" 5.000 
Roy"s LarÇiest Rool 1533833 .2 306766.64" 5.000 
temps Pillai's Trace 2.088 .874 20.000 
Wilks' Lambda 
.000 2.493 2ü.000 
Hotell ing's Tr<:lce 20.000 
Roy's Largest Root 708.07 1 566.457" 5.000 
d . Exact stalls!lc 
Error df 
1.000 
1.000 
1.000 
1.000 
16.000 
4.266 
4.000 
b. The stalistic is an upper bound on F tha! yie lds a 1000ver bound on the significanc:e level. 
c . Design: In!ercept+!elllps 
121 
Siq . 
.00 1 
.001 
.001 
.00 1 
.6 17 
.184 
.GOa 
Multivariat è Tests 
\j,due F HypothE;sis d f Error df 
Pillai's tnlce 2.088 .874 20.000 1600C. 
Wi lks' 18mbd<.1 
.000 2.493 20.000 4.266 
Hotell ing's lruce 20.000 
Roy's largesl rool 708.071 566.457" 5.000 4 .000 
- - -- - -E2lch F lest::. the lllu lll \i8 n" le effett of lemlls. These lt, ~, ts <Ire ba;,ed on lhe 1I 1l" ~HI / 
independelll p,l irwise cornp8l'isolls amollq Hle estimc1ted morqin,d Ill e~ms . 
Siq 
.617 
. 184 
.OOC! 
a . The st8ti stic is ail upper bound on F that yields Cl lawer bOlilld 0 11 the sig Il ific8 Il Ge level. 
Univariate Tests 
Sum of 
De'Jellden l V8riable Squares df Mean Squ are F 
'?~AA COlltrast 3.462 4 .865 2.059 
Errar 2.102 5 .420 
%EPA Contrast 20.221 4 5.055 .133 
Errer 189.532 5 37.90G 
%DHA ContrDst 4.525 4 1.131 167 
Errar 33.837 5 6.767 
% saturés Contrast 53.953 4 13.488 3. 124 
Error 2 1.590 5 4 .3 18 
':;.ç, MUFA Contrast 10609 t 4 26.523 .347 
Error 382. 192 5 76.438 
% PUFA Contrast 92.1 15 4 23.029 .30 '1 
Errar 382.226 5 76.445 
The F tests the elfect 01 temps. ThiS tE;S t IS ba5ed on thE; IIllearl y IndE;pE;lldent pairwise comp2lnsans 
among the estirnated lnarginal llle8lls. 
122 
Siq. 
.224 
.963 
.946 
.122 
.836 
.866 
123 
Annexe 14 : A OVA de la composition de Chgra en as taxa nthinc 
GET D.~.T.~ ! TYPE=XLS 
/ FILE= ' C: \ Doc uments and Sett ings \ DIADIE DIOUF\ l'1es document s \ astaxanthine'+ 
, .xls' 
/ SHEET =name 'Feuil l' 
!CELLRANGE=full 
/ READNANES=on 
/ f'l.5Sm1EOSTRWIDTH=3 2767 . 
DF.TASET NAHE DataSetl \n NDO\~ = FRONT. 
UNIANOVA 
mggt1S BY traiteme nt temps 
/ METHOD = 5STYPE (3) 
/I NTERCEPT = INCL UDE 
/ POSTHOC = traitement temps ( TUKEY ) 
/ Et·U·1EliliS = TPJ~LES (traitement ) COlolP.;;RE .l'illJ (LSD) 
/ El'11'1EANS = Tl.BLES (t emps ) COHPARE ADJ (L5D) 
/ PRINT = DESCR IPTIVE HO(ll!OG ENEITY 
/ PLOT = RESIDUAL5 
/ CR ITERIA = .l:..LPHA ( . 05l 
/ OESIGN = traitement temps tra itement*t e mps 
Univariate Analysis of Variance 
Test s o f Between-Subject s Effect s 
Dependent Vél riable: mg!g~·;I S 
Type III Sum 
Source of Squares df Mean Square 
Corrected Model .0C17.1 3 .002 
Intercep t .36G 1 .366 
tmi tem ent .002 1 .002 
temps 5.08E-OOG 1 508E-006 
tmitem ent • temps 
.OOG 1 .006 
Error .0 11 4 .0(03 
Total 
.385 8 
Corrected Total .019 7 
-a. R Sq uarecl = .396 (Adlustecl R Sq uél recl = -.0::'7) 
F SiC! . 
.875 .525 
128.809 .000 
.548 .500 
.002 .968 
2.075 .223 

